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木质纤维素依赖型乳酸片球菌Pediococcus acidilactici DQ2中外源功能基因

的表达以及基因敲除 

 

摘要 

乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici DQ2 是一株耐高温和耐木质纤维素降解抑制物

的乳酸高产菌株。本文从两个角度对 P. acidilactici DQ2 进行了改造，使其能够更为适

合于木质纤维素生物炼制加工过程。首先，在 P. acidilactici DQ2 中建立了外源蛋白表

达系统。对常用的乳酸菌表达载体 pMG36e 进行改造，将其启动子 P32更换为来源于 P. 

acidilactici DQ2 的 L-乳酸脱氢酶基因的启动子 PldhL。并通过新载体 pTY36e 成功表达了

两种不同的外源基因：来源于维多利亚多管发光水母(Aequorea victoria)的绿色荧光蛋白

基因 gfp 和来源于多粘芽孢杆菌(Bacillus polymyxa 1.794)的 β-葡萄糖苷酶基因 bglA，其

中所表达的胞内 β-葡萄糖苷酶活力为 4.48 U/(g·dry cells)。此系统的成功构建为后续对

该菌的基因工程改造奠定了基础。其次，对 P. acidilactici DQ2 染色体上的 D-乳酸脱氢

酶基因 ldhD 进行敲除以生产光学纯的 L-乳酸。将热敏性敲除质粒 pSET4S 上的壮观霉

素抗性基因更换成红霉素抗性，并通过新质粒 pSET4E 构建敲除载体进行 ldhD 的敲除。

结果显示，敲除菌株 ΔldhD 112 所产 L-乳酸的光学纯度达到 99.88%，并且在其胞内几

乎检测不到 D-乳酸脱氢酶酶活。由于 D-乳酸为此 P. acidilactici DQ2 菌株细胞壁肽聚糖

的组成成分，对 D-乳酸的消除使突变株对万古霉素的抗性急剧的下降。ΔldhD 112 的构

建使其所产乳酸具有更加广泛的应用价值，使该菌株具有更大的工业化生产潜力。上述

工作对于 P. acidilactici DQ2 在生物炼制中的实际应用以及进一步的发酵性能拓展具有

中重要的意义。 

关键词：Pediococcus acidilactici DQ2 乳酸片球菌；木质纤维素生物炼制；乳酸；

表达系统；基因敲除 
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Expression of functional genes in lignocellulose-dependent Pediococcus 

acidilactici DQ2 and knockout of the D-lactic dehydrogenasetarget gene 

 

【做相应修改】 

Abstract 

Pediococcus acidilactici DQ2, isolated by our lab, is thermotolerance and high 

resistant to the inhibitors derived from lignocellulose and can produce high titer of lactic 

acid. In order to make this strain more adaptable to the lignocellulose biorefinery 

engineering process, we modified P. acidilactici DQ2 from two aspects. HereFirst, we have 

establishconstructed heterologous protein expression system genetic manipulation tools in 

P. acidilactici DQ2 for the first time and expressed two different heterologous genes 

successfully, green fluorescent protein gene (gfp) from Aequorea victoria and 

β-glucosidase gene (bglA) from Bacillus polymyxa 1.794. First. , Tthe lactic acid bacterial 

expression vector pMG36e was modified by replacing the promoter P32 with PldhL derived 

from P. acidilactici DQ2, Then expressed two different heterologous genes successfully 

with the new plasmid pTY36e, green fluorescent protein gene (gfp) from Aequorea victoria 

and β-glucosidase gene (bglA) from Bacillus polymyxa 1.794, the results showed that the 

β-glucosidase enzyme activity of the recombinant bacteria was 4.48U/(g·dry cells) detected 

in the intracellular fraction. The successful construction of this system layed the foundation 

for the subsequent genetically engineering of P. acidilactici DQ2. Second, and the results 

indicated that the promoter PldhL can regulate the expression of heterologous gene gfp 

successfully. Then the β-glucosidase gene bglA was expressed by the modified vector 

pTY36e, and the results showed that the β-glucosidase enzyme activity of the recombinant 

bacteria was 4.48U/(g·dry cells) detected in the intracellular fraction. 

In order to produce optical pure L-lactic acid, we try to knockout the D-lactic 

dehydrogenase coding gene ldhD of P. acidilactici DQ2 to produce optical pure L-lactic 

acid. First, Mwe modified the thermosensitive knockout plasmid pSET4S by replaced the 

spectinomycin marker with erythromycin and then use the new plasmid pSET4E to 

construct knockout vector to delete ldhD. Results show that we succeeded in eliminating 

the production of D-lactic acid, the optical purity of L-lactic acid produced by the mutant 

strain ΔldhD 112 was 99.88%. Moreover, we can not detect D-lactic dehydrogenase 

activity in ΔldhD 112. As D-lactate was the terminal of cell wall peptidoglycan of P. 

acidilactici DQ2, remove the production of D-lactate reduce it’s resistant to vancomycin 
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significantly. The successful construction of ΔldhD 112 makes the lactic acid more usefull 

and makes this strain more potential as industrail production strain. The above work is 

important to the pratical application of this strain in biorefinery and the further 

development of it’s fermentation ability.  

Keywords：Pediococcus acidilactici DQ2; Lignocellulose biorefinery; Lactic acid; 

Expression system; Gene kKnockout; Lactic dehydrogenase; Lactic acid
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第 1章  文献综述 

 

1.1  乳酸概述 

乳酸又名 2-羟基丙酸，是一种极其重要的化学品。在医药、食品、纺织、制革、化

妆品和环保等领域有着广泛的用途。乳酸的生产方法主要有生物发酵和化学合成两种方

式，由于化学合成的乳酸一般为 D,L-混合型的，而乳酸单体的光学纯度是其实际应用

中一个非常重要的参数。所以通过生物发酵来生产一种构型的乳酸更加受到人们的青

睐，事实上，全球 90%以上的乳酸是通过微生物发酵生产的[1]。 

1.1.1  乳酸的结构及性质 

乳酸分子式为 CH3CHOHCOOH，又名 α-羟基丙酸、2-羟基丙酸，分子量为 90.08。

由于在其碳链上有一个非对称的碳原子，所以乳酸分子具有旋光性。乳酸存在着两种同

分异构体：D(-)-乳酸和 L(+)-乳酸，其结构式如下图 1.1。由于 D(-)-乳酸是人体所不能

吸收的，所以食品行业会严格控制其含量，特别是对于婴幼儿食品。乳酸菌生产乳酸是

由乳酸脱氢酶基因将丙酮酸转化为乳酸，而两种构型的比例则由 L-乳酸脱氢酶以及 D-

乳酸脱氢酶两种基因的表达水平决定[2]。 

 

 

图1.1  乳酸结构式 

Fig. 1.1  Configuration of Lactic acid 

 

乳酸分子含有一个羧基以及一个羟基，可以进行氧化、还原、缩合等反应，而脱水

聚合生成聚乳酸是目前应用最为广泛的反应之一。聚乳酸是一种生物可降解高分子化合

物，由于其环境友好型特点使之成为替代石油基化合物生产塑料的良好材料，并且在其

他领域也具有重要的应用价值，如环保、医药等。 

1.2  木质纤维素 

    伴随着经济的高速发展，在过去的 20 年间中国对能源的消耗翻了三番，截止到 2006

年，达到了 24 亿吨标准煤[3]。全球能源消耗也在大步的增加，并且有人预测，到 2050
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年全球的石油产量将会从 250 亿桶减少到 50 亿桶[4]。而世界经济的发展离不开能源，

并且化石燃料的燃烧会造成严重的环境污染，同时二氧化碳的排放会致使全球气候变

暖，所有的这些都促使各国积极地寻找可替代的再生能源。在短期内，生物质能是唯一

合适的以及可再生的能源资源。木质纤维素是全球储量最大的生物质能，截止到 2008

年，全球的产量大约在 1×10
10百万吨[5]。因此，如果能够将木质纤维素转化为可利用的

能源物质，如乙醇、丁醇等将会带来巨大的经济利益，还能够解决能源危机问题。事实

上，近年来各国都投入极大的人力、物力以及财力在木质纤维素的生物转化上，以期能

够在生物质能方面取得突破，占得先机。 

木质纤维素为植物细胞壁的主要构成部分，主要由纤维素、半纤维素、木质素三部

分组成，其在细胞壁中的构型如下图 1.2 所示。且三部分的比例在不同植物里是不一样 

 

 

图1.2  木质纤维素的结构 

Fig. 1.2  The structure of lignocellulose 

 

的，总的生物量也是不一样的。例如软木木材和硬木木材差别就很大，前者中纤维素和

半纤维素的总含量比后者中要低，分别是 70.3%和 78.8%
[6]。             

由于木质纤维素里的三部分是相互缠绕在一起的，组成一种比较坚固的结构，对外

界的降解具有很强的抵抗性。因此要用其来生产目的产品就必须先对此种材料进行预处

理，以破坏这种聚合结构，从而提高下一步的酶解以及发酵效率。预处理方法从大的方

向上可以分为微生物预处理、物理预处理、化学预处理以及物理化学预处理等，目前最

高效以及最有运用前景的主要是化学以及热化学预处理方法[5, 7]。 

1.2.1  木质纤维素的预处理以及脱毒 

    木质纤维素原料经过生物转化来生产纤维基化学品需要经过预处理、酶水解以及发

酵等相关步骤[8]。在预处理过程中会产生一些抑制物，如糠醛，5-羟甲基糠醛，乙酸等

物质[9]，这些抑制物会对后续的微生物生长发酵产生严重的影响。因此在发酵之前需要

对预处理过的物料进行脱毒处理，以使发酵条件能够满足要求。通常最为简单的预处理

方法是对物料进行水洗，从而降低抑制物的浓度[10]。但是这种方法会产生大量的废水，
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对环境造成污染。最近也有学者发现某些微生物能够转化这些抑制物成分，如 Zhang

等[11]分离得到了一株高效的脱毒微生物。在预处理完了以后，直接将此种真菌接种到固

体物料里面，它将会利用抑制物作为生长所需的碳源，可以达到非常好的脱毒效果。 

在寻找好的脱毒方法的同时，也需要筛选能够对木质纤维素体系具有良好适应性的

微生物，能够耐受高浓度的抑制物，而不至于在此体系里面不能进行正常的发酵。这样

可以减轻脱毒的压力，如果发酵菌种具有足够的耐受性的话，甚至可以直接进行发酵，

省去脱毒步骤，这样可以大大的降低生物炼制行业的成本。 

1.2.2  木质纤维素糖化与发酵 

    因为大部分微生物只能利用单糖进行发酵，所以必须对预处理过的物料进行水解，

利用稀酸或者纤维素酶将聚糖水解为单糖。由于酸水解的条件较为苛刻，并且效率较低，

所以现在逐渐被酶水解所替代[12]。 

而发酵模式可以分为两种，即同步糖化发酵以及分步糖化发酵[13]。分步糖化发酵就

是将糖化与发酵分开，在糖化完了以后，再接入微生物。而同步糖化发酵是将糖化与发

酵在同一个反应器里面同时进行，由于这种发酵模式边糖化边发酵，所以可以降低产物

对纤维素酶的反馈抑制，并且简化了工艺，降低了设备投资，所以在生物炼制行业中用

得较多。 

1.2.3  利用木质纤维素生产乳酸 

由于化石燃料的日益枯竭以及持续恶化的生态环境，使得人们转向寻找更为清洁、

可持续的能源。在此背景下，生物炼制行业获得了极大的关注，全世界有大量的研究者

在此领域进行着各种各样的研究，以期能够获得突破。以木质纤维素作为原料生产乳酸

是一个比较热门的方面，也有大量的文献报道。 

Wee YJ 等[14]以木材水解液作为原料，用 E.faecalis RKY1 进行分批发酵，结果获得

了 93 g/L 的乳酸，并且基于相对所消耗的糖糖耗的乳酸得率高达 0.93。 

Yun JS 等[15]以大米以及小麦糠麸作为原料，在添加 α-淀粉酶以及淀粉转葡糖苷酶

糖化后，用 Lactobacillus sp. RKY2 进行批式发酵，同时添加大米粉，结果能够获得 129 g/L

的乳酸。如果利用木质纤维素水解液作为原料进行细胞循环发酵，能够获得 27 g/L 的

乳酸，得率为 0.9。 

Cui FJ 等[16]以碱预处理过的玉米秸秆作为原料，用 Lactobacillus rhamnosus 以及

Lactobacillus brevis 进行混合发酵，从而综合利用葡萄糖以及木糖，并配合同步糖化发

酵，结果能够获得 0.7 g 乳酸/糖的得率，与用纯糖(葡萄糖/木糖为 3:1)发酵的得率 0.73

相当。 

Zhu YM等[17]利用 Lb. pentosus ATCC 8041发酵氨水预处理过的玉米秸秆生产乳酸，

同步糖化发酵条件下基于所消耗的糖(葡萄糖，木糖以及阿拉伯糖)的乳酸得率达到92%，

并且最高能够获得 75 g/L 的乳酸。 

Okano K 等[18]对 Lactobacillus plantarum 进行基因工程改造，将 L-乳酸脱氢酶基因

进行敲除，从而达到产光学纯的 D-乳酸的目的。同时，通过质粒表达系统表达来源于
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Clostridium thermocellum 的纤维素内切酶基因 CelA。在添加一定量的 β-葡萄糖苷酶条件

下，重组菌能够直接利用 β-葡聚糖进行乳酸发酵，生产 1.47 g/L 的 D-乳酸，光学纯度

达到 99.7%。 

1.3  乳酸菌概述 

乳酸菌(Lactic acid bacteria, LAB)是一类能够发酵碳水化合物并主要产生乳酸的微

生物，这类微生物在发酵或者制作食品领域已经应用了最少 4000 年，是被公认为安全

级的微生物(generally recognized as safe, GRAS)。乳酸菌在自然界中种类很多，分布极

广，有些种类生活在动物的肠、胃、口腔之中，皮肤表面以及乳、乳制品、肉类制品中，

有的生存在蔬菜、水果、谷物及植物制品上[19]。大部分乳酸菌属于革兰氏阳性菌，兼性

厌氧，不能形成芽孢，过氧化酶阴性，不能形成色素，不能合成含铁的叶琳化合物。但

是，在一些特定情况下乳酸菌并不能展现以上所有的性质，。因此，其最大的特性-是革

兰氏阳性以及不能够合成卟啉类化合物。不能够合成卟啉类化合物使得它们缺乏过氧化

氢酶以及细胞色素，因此乳酸菌缺乏电子传递链，必须依赖发酵来产生能量。由于它们

在产能时不利用氧气，因此乳酸菌在厌氧条件下生长，但是在有氧时也能够生长。并且

由于较低的产能效率，乳酸菌相比那些能够进行呼吸作用的微生物来说长得非常慢，菌

落也比较小[20]。 

乳酸菌对营养要求较为复杂，因为一般乳酸菌没有蛋白酶，不能分解利用蛋白质。

合成维生素、氨基酸、核酸的能力极低，因而在生长的环境中需要适量地加入维生素、

其他类生长因子等，同时大部分乳酸菌也不能利用复杂的碳水化合物[21]。 

它们的生长温度范围从 5 ℃到 45 ℃，并且具有强抗酸能力，大部分能在在 pH4.4

条件下生长，其最适 pH 范围在 5.5-6.5
[21]。如在一含糖丰富的食物制作中，虽然其他很

多的菌类也能生长，但因乳酸菌不断地产生乳酸使得环境变酸化从而能杀死多种不耐酸

的细菌。 

1.3.1  乳酸菌分类 

乳酸菌是非常大的一类微生物，至少包括 20 个属 [20]，主要有：乳杆菌属

(Lactobacillus)、双歧杆菌属 (Bifidobacterium)、链球菌属 (Streptococeus)、肠球菌属

(Enterococcus)、乳球菌属 (Lactococcus)、明珠串球菌属 (Leuconostoc)、片球菌属

(Pediococcus) 、肉食杆菌属(Carnobacterium)等。其中乳杆菌属是最大的一类，包含将

近 80 个种。这类微生物主要与植物(大白菜，玉米，饲料等)、肉类、以及乳制品联系

在一起，并且其最大的用途是用于乳制品生产的发酵剂，比如酸奶，奶油，奶酪等。 

乳酸菌的主要代谢产物为乳酸(Lactic acid)，而乳酸由于具有一个非对称的碳原子，

所以乳酸分子具有旋光性。大部分的乳酸菌所生产的乳酸为 D,L-混合型乳酸，只有少

数野生型乳酸菌能够只产一种构型的乳酸。 

而乳酸菌的乳酸发酵可以分为两种方式，同型乳酸发酵以及异型乳酸发酵[22, 23]。同

型乳酸发酵菌能够将糖底物大部分转化为乳酸(85%以上)，主要走 EMP 代谢路径。这类
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微生物包括乳酸链球菌(Streptococcus lactis)、乳酪链球菌(Streptococcus cremoris)、干酪

乳杆菌(Lactobacillus easei)等。而异型乳酸发酵主要走 PK 以及 HK 途径，所有产物里

面仅有低于乳酸的含量低于 50%，还有大量的乙醇、乙酸、甲酸以及 CO2产生，如一 

同型：G+2ADP+2Pi → 2 乳酸+2ATP 

异型：G+ADP+Pi → 1 乳酸+乙醇+CO2+ATP 

些明串珠菌(Leuconostoc)、乳酸杆菌(Lactobacillus)等。 

 

 

图1.3  乳酸菌乳酸发酵模式[22] 

Fig. 1.3  The fermentation patterns of lactic acid bacterial 

 

1.3.2  乳酸菌的生理功能 

乳酸菌最早被应用在食品行业，并且现在也是在此方面应用得最为广泛。作为一些

食品的发酵剂，比如酸奶、奶酪以及泡菜等，它们能够将食物里面的碳水化合物转化为

乳酸，从而降低整个环境的 pH 值进而抑制一些腐败微生物的生长，以起达到保藏食物

的作用。并且，在乳酸菌的生长发酵过程中还会产生一些提高食品风味的物质，比如乙

偶姻等[24, 25]。伴随着对这类微生物的研究，人们逐渐发现乳酸菌还有很多其他方面的好

处以及用途，如很多属的乳酸菌是益生菌，能够产生细菌素，能够用来表达外源蛋白以

作为活细胞疫苗等。 

乳酸菌可以粘附在肠粘膜上，从而形成一个大的生物屏障抵御大肠杆菌、伤寒杆菌

等致病微生物的侵袭，并且乳酸菌可以产生生物素，抑制致病菌以及腐败微生物的生长

繁殖。LAB 还具有其他的一些生理功能，比如说能够降低胆固醇、具有抗变异原性、
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改善肝脏功能、增强免疫功能以及可以延缓衰老等。LAB 能够增强免疫功能是因为一

方面乳酸杆菌以及双歧杆菌一方面能够激活人体巨噬细胞的吞噬作用，另一方面它们定

植在人肠道内，相当于一道自然免疫系统。而延缓衰老是因为有些研究者发现 LAB 能

够产生超氧化物歧化酶(SOD)，而 SOD 能够清除体内代谢过程中产生的过量的超氧阴

离子自由基[26, 27]。 

1.3.3  乳酸菌的应用-细菌素的生产 

    细菌素是某些细菌在代谢过程中由核糖体合成的有由生物活性的蛋白质，能够杀死

或者抑制其他微生物的生长。它们是一类纯天然的生物抗微生物因子，相比抗生素具有

非常大的优势，例如不会引起病原微生物的抗性、来源于乳酸菌的细菌素可以用于食品

行业中等[28]。由于食品安全越来越受到国际社会的关注，因此来源于乳酸菌的能够抗食

品病原菌的没有毒性以及不会产生其他副作用的细菌素受到极大的关注。 

    细菌素最早在革兰氏阴性菌中定性研究，而来自大肠杆菌的大肠杆菌素研究得最

早。到目前为止，研究最多最热的则是来源于乳酸菌的细菌素。因为乳酸菌是一类普遍

认为安全的菌株(GRAS)，它们产生的细菌素也是安全的，可以作为天然的防腐剂直接

应用于食品行业。能够产生细菌素的乳酸菌非常多，有 Streptococcus sp、Lactob. 

delbrueckii、Lac. lactis、Lactob. plantarum、Leuconostoc. carnosum、Lactob. bavaricus、

Enterococcus mundtii、P. acidilactici、P. pentosaceus 等。尽管如此，但是只有来源于 Lac. 

lactis 的 nisin 是唯一一种广泛用于食品保藏的细菌素。很多其他的细菌素虽然研究得也

比较多，在生化以及基因水平上的了解也比较清楚，但是这些化合物的其他方面研究得

还是不够透彻[29]。 

大致上可以将细菌素分为三类，具体见下表 1.1
[29]。 

 

表 1.1  细菌素分类 

Table 1.1  Classification of bacteriocins 

分类 特性 实例 

Ⅰ 
Lantibiotics，＜5KDa,含有羊毛硫氨酸以及 β-甲基羊

毛硫氨酸 
Nisin 

Ⅱ 
分子量小，热稳定，在 N-末端具有 YGNGV-C 保守序

列 
Pediocin PA-1, sakacins A 

Ⅲ 分子量大，热敏感 lactacins A 和 B 

     

乳酸片球菌是一大类重要的产细菌素微生物，与 nisin 相比片球菌素的最大优点就

是对李斯特氏菌的抑制效果明显，对其他的革兰氏阴性菌也有比较好的抑菌活性，显示

出较广泛的抑菌谱。而且活性受 pH 影响小，容易溶解，具有作为食品保藏剂的巨大潜

力，因此片球菌素的研究成为了人们关注的焦点[30]。 
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1.3.4  乳酸菌的应用-作为外源蛋白的表达宿主 

以乳酸菌作为细胞工厂具有很多的优势：乳酸菌具有很长的安全使用的历史，并且

在培养基中生长比较快；乳酸菌在世界范围内被用于食品发酵行业的发酵剂，这就意味

着经过代谢工程改造过的乳酸菌不仅可以应用在生物反应器尺度上，并且可以在发酵食

品的同时在位发酵生产调料或者保健产品等；基因组小并且全基因组信息丰富，缺乏基

因多样性；代谢路径简单，将大部分糖底物转化为乳酸；胞外分泌蛋白少，有利于后续

的蛋白纯化[31]。 

1.3.5  乳酸菌的应用-活细胞疫苗 

    由于一些乳酸菌是食品级的比如乳酸乳球菌，它没有侵染性，不会致病，并且具有

很长的发酵生产乳制品的历史，因此非常的安全，并且研究也表明肠胃中的乳酸菌对人

体健康在某种程度上是有利的。乳酸乳球菌能够在体内进行增值，当以活菌喂养到动物

后，它们将会很快的穿过胃肠道而不会进行定植。经过基因工程改造后的菌株能够很好

地将抗原传递到粘膜免疫系统从而诱导免疫反应的发生[32]。乳酸乳球菌已经成功地表达

了多种细菌以及病毒抗原，比如 Hirt H 等人[33]在乳酸乳球菌中表达了来源于粪肠球菌

的聚合物质蛋白，并且蛋白分布在细胞表面。这种蛋白能够增加细胞表面的疏水性并且

提高对纤维蛋白的吸附能力。Gilbert C 等人[34]成功地在 L. lactis 中表达了来源于病原菌

Streptococcus pneumoniae 的抗原-荚膜多糖，从而构建活的疫苗载体，以刺激人体的粘

膜免疫系统。 

1.4  乳酸菌表达系统 

    近几十年，全球范围内对乳酸菌的遗传研究投入了很多的努力，使乳酸菌研究的基

因技术取得了很大的进展，比如转化技术、表达载体以及扩增系统等。另外，一些复杂

的、持续性的、安全的选择系统也被开发出来并已经成功地应用于食品领域。同时，现

在已经有很多的乳酸菌全基因组信息可以进行查询，因此方便了以其作为宿主进行外源

基因的表达。最为重要的是，要使乳酸菌成为外源蛋白的表达工厂并且能够获得较高的

表达量，就必须开发出好的乳酸菌表达系统以及外源蛋白分泌系统[35]。 

1.4.1  组成型表达系统 

    组成型表达系统是能够随着细胞繁殖而进行持续蛋白表达的表达系统，此系统具有

较高的表达效率。但是同时，由于其持续的蛋白表达会对宿主菌的生长代谢产生一定的

干扰。其中 pMG36e 是乳酸菌中用得最多的组成型表达质粒质粒，该质粒由荷兰学者于

1988 年构建[36]。此表达载体上带有来源于乳酸乳球菌隐蔽性质粒 pWV01 的复制子，还

包括红霉素抗性基因，组成型启动子 P32以及终止子等元件。自构建以来，该质粒就得

到了很广的应用该质粒就得到了广泛的应用，如用于细菌素作用机制的研究，乳酸菌口

服疫苗的开发等。 

     van de Guchte M 等[36]构建此质粒后就用它进行了外源蛋白的表达，将溶菌酶融合

蛋白克隆到该载体上。将重组菌进行破碎，然后进行蛋白质电泳验证，发现在 17 KDa
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的位置有一条目的条带，大小与理论值相符，说明该载体能够成功地表达外源蛋白。 

    Chikindas ML 等[37]运用 pMG36e 表达来源于 Pediococcus acidilactici PACl.0d 的片

球菌素 Pediocin PA-1，表达宿主为乳酸乳球菌。并且发现在表达该蛋白时，如果启动子

为编码该蛋白的操纵子上自带的启动子时，该蛋白不能够被表达，只能够采用乳酸菌来

源的启动子。 

    Kim SJ 等[38]利用 pMG36e 在 Lactococcus lactis MG1363 中表达来源于 Helicobacter 

pylori 的外膜蛋白作为抗原，以达到构建活细胞疫苗的目的。构建表达该蛋白的重组菌

后，Western blot 分析发现蛋白表达成功，并且在对数期获得最高的表达量。 

    Raha AR 等[39]在 Lactococcus lactis 中表达来源于 Bacillus coagulans ST-6 的耐热性

木聚糖酶基因，以研究该基因是否能够成为 Lactococcus 中基因克隆以及表达的报告基

因。将整个操纵子基因插入到 pMG36e 红霉素抗性基因以及复制子中间位置(非多克隆

位点)。结果通过筛选平板发现该蛋白成功地得到了表达，并且实验中发现带有重组质

粒的大肠杆菌培养温度高于 32 ℃时，重组质粒将会出现丢失的情况。 

    孙芝兰等[40]通过 pMG36e 以及 pSEC 载体在乳酸乳球菌中表达来源于 Paenibacillus 

sp. K1 的乳糖酶基因 bga，以提高乳糖不耐症。通过 SDS-PAGE 证明，该蛋白在 L. lactis 

MG1614 成功地实现了表达。 

    Liang XB等[41]通过 pMG36e在 L. lactis MG1363中表达来源于枯草芽孢杆菌的纳豆

激酶，但是构建好工程菌后，Western blot 以及纤溶分析均检测不到相应蛋白。将 P32

启动子更换成诱导型的启动子 PnisZ并在 L. lactis NZ9000 中进行诱导表达，获得了成功。

因此可以看出，P32启动子在表达某些外源基因时其活性是不够强的。 

    Juan B 等[42]通过将肠道菌素 EntP 以及 HirJM79 编码基因与信号肽序列 SPusp45 进

行融合并用载体 pMG36C 以及 pNZ8048(诱导型)进行分泌表达。结果发现，构建的工程

菌株所表达的蛋白量是两种细菌素野生生产菌株的 1.5 到 3.7 倍。但是，同时发现重组

菌所表达的 HirJM79 活力仅仅是野生菌株的 40%到 89%，而工程菌株所表达的 EntP 分

别是野生菌的 1.1 到 6.2 倍。 

    Asuman KS 等[43]将 L. lactis MG1363 的二乙酰还原酶基因 dar 克隆到 pMG36e 上并

在自身中进行过表达，以期改变该菌株的代谢流，产生更多的风味物质如乙偶姻等，从

而达到改善乳制品口味的目的。通过 HPLC 检测发现，重组菌从同型乳酸发酵转变成了

混合酸发酵，并且重组菌所产乙偶姻的量比起始菌株高出很多。 

    另外，还有很多其他的乳酸菌表达载体，如食品级的乳球菌表达载体 pFMN30、乳

杆菌表达载体 pLP82H 以及 pLEM415、乳杆菌乳球菌表达载体 pSIP400 等。这些表达

质粒都是通过实际验证，能够进行外源基因的表达，并且十分的高效。Shareck J 等[44]

综述了从乳酸菌中分离得到的一些隐蔽性质粒并从它们出发构建的克隆载体，其中包括

乳酸乳球菌、乳杆菌、链球菌、明珠串球菌、片球菌以及双歧杆菌等。 

1.4.2  诱导型表达系统 

    诱导型表达系统是指需要加入诱导物才能够启动目标蛋白表达的系统。当菌体生长
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到一定阶段后再加入诱导物开始蛋白的表达，这样能够避免组成型表达系统在菌体生长

还没有进入很好的阶段就进行表达给宿主生长带来的压力。因此，从这个角度来看诱导

型表达系统能够获得更高的表达量，并且在实际应用中有研究证明确实诱导表达比持续

表达更加的高效。当然，诱导表达的水平也会受到诱导时间以及诱导剂的添加量的影响，

因此在进行特定蛋白的表达时需要对这些因素进行优化[45]。 

    其中乳酸菌中应用最为广泛的诱导表达系统为 nisin-控制表达系统(NICE)，该系统

最早由 Kuipers OP 等于 1995 年建立。他们发表了一篇关于乳球菌细菌素 nisin 的自动

引导表达系统，并且同时用此机制外源诱导表达了来源于大肠杆菌的葡萄糖醛酸酶，从

而揭开了至今最为成功、应用最为广泛的革兰氏阳性菌诱导表达系统-NICE 的序幕[46]。 

与此表达系统相对应的表达宿主主要是 L. lactis NZ9000 等系列，在这些菌株的基因组

上整合有该表达系统所必需的调控蛋白的编码序列 nisRK。而相对应的表达载体主要为

pNZ9573 系列，这些载体上具有诱导型表达启动子 P nisA。 

Shigemori S 等[47]通过 NICE 系统在 Lactococcus lactis 中进行了 GFP 以及 αS1-酪蛋

白的融合表达，以促进对特定牛奶过敏原的免疫性研究。经过优化，发现最适的 nisin

添加量为 50 ng/mL，最适的菌体诱导菌量为 OD600=0.4，绿色荧光的最大检测强度在诱

导后的 2-3 h。 

    Tseng WC 等[48]在 Lactococcus lactis 中表达了来源于 Synechocystis sp PCC6803 的藻

青素合成酶 cphA，结果发现该蛋白的最适诱导表达时期为对数生长期，最适的诱导剂

nisin 添加量为 250 ng/mL，并且需要添加 20 mM 的精氨酸以及 10 mM 的天冬氨酸作为

合成藻青素的原料，并且通过 SDS-PAGE 证明了目标蛋白的表达获得成功。 

1.5  乳酸菌基因敲出系统 

    在研究基因组上某个未知基因所编码产物的功能以及对其预期的功能进行验证时，

需要将该基因进行敲除，根据敲除结果来进行功能判断。同时，为了对某微生物进行遗

传改造，如对其代谢流进行转移以消除某种副产物的生成以及加强某种目标产物的生

产，也需要对基因组上基因进行敲除。由于通过质粒载体进行外源基因的表达存在着很

多的问题，比如质粒载体存在不稳定的问题，在生长过程中发生丢失，需要添加抗生素

以施加压力。如果能够将需要表达的外源基因整合到宿主的基因组上，就能很好的解决

这些问题。前述问题都涉及到在宿主菌的基因组中敲除或者加入某个基因，而基因的敲

除或者整合通常所用的基本原理为同源重组，即外源基因片段如果同宿主菌的基因组上

某片段具有很高的同源度的话两者将会发生交换。 

    通常采用自杀质粒为载体构建敲除系统，将靶基因上游以及下游片段或者不完整的

靶基因连接到自杀质粒上并转入宿主菌中，以敲除或者破坏靶基因。由于对大肠杆菌的

研究非常多，所以其基因敲除系统也比较成熟，如 Red 重组系统就非常的高效[49]。而

作为革兰氏阳性菌的乳酸菌的基因敲除系统则相对不是那么的完善，大部分的敲除还是
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采用自杀质粒。而近年来出现了比较高效的热敏性敲除系统，以下进行逐一介绍。 

1.5.1  基于自杀质粒的敲除系统 

自杀质粒敲除系统是借助不能够在宿主中复制的质粒对宿主染色体上的靶基因进

行突变。此系统必须具有以下几个要素：①自杀质粒在宿主中不能够复制；②必须具有

一个在质粒整合到染色体上后可供选择的抗性标记；③必须带有同源基因片段。当敲除

质粒被导入宿主菌后将会发生两次同源重组，从而对靶基因进行敲除。此系统具有很长

的应用历史，但是其效率比较低下，需要进行大量的筛选工作。特别是对那些转化效率

比较低的革兰氏阳性菌来说，运用其进行基因敲除更加的困难。在乳酸菌中，一些学者

通过此系统成功地的对目的基因进行了敲除。 

Ferain T 等[50]通过不能在乳酸菌中复制的 pJDC9 质粒对 Lactobacillus plantarum 染

色体上的乳酸脱氢酶基因 ldh 进行敲除。在此载体上带有 ldhD 基因 5’端的一段缺乏表

达信号以及前 5 bp 的区域 D1，以及 ldhD 基因 3’端直至终止密码子的基因片段 D2，并

且在同源片段 D1、D2 之间插入能够在宿主中起作用的氯霉素抗性标记。将此敲除质粒

导入宿主菌后首先在红霉素以及氯霉素双抗平板上筛选单交换即第一次同源重组菌株，

然后筛选红霉素敏感、氯霉素抗性的双交换即第二次同源重组菌株。通过此系统成功地

的对 Lactobacillus plantarum 染色体上的的两种 ldh 基因进行了敲除，以验证双基因敲

除对菌体细胞壁肽聚糖前体合成的影响。 

    Maleret C 等[51]
 利用 pRV300 型自杀质粒对 Lactobacillus sakei 的 L-乳酸脱氢酶基

因 ldhL 进行敲除，在 ldhL 基因片段的中间插入氯霉素抗性片段进行后续的同源重组的

筛选。具有红霉素抗性的突变株经验证后作为单交换突变株，一共挑选 548 株单交换菌

株进行双交换的筛选，结果最终只筛选到一株成功将 ldhL 进行敲除的双交换株。发现

对 ldhL 的敲除使该菌的 L 以及 D-乳酸的生产均被消除，从而间接证明该 Lactobacillus 

sakei D-乳酸的生产是有消旋酶对 L-乳酸的转化而来。 

1.5.2  热敏型敲除系统 

    此系统是基于能够在敲除宿主中进行条件复制的复制子，即在低于某一温度下该质

粒能够进行复制，而在高于某一温度条件下该质粒的复制将会被关闭。Maguin E 等[52]

于 1992 年对广谱型复制子 pWV01 进行突变以筛选热敏型的突变子，结果筛选得到了

一种突变质粒 pVE6002。对其进行在没有抗生素条件下的热敏性实验，发现该质粒在

37 度以上的温度下培养 8 h 后将会全部丢失，而在 30 度以下培养时几乎不会出现丢失。

接着在此质粒上插入一段多克隆位点，构建便于进行克隆的载体 pVE6004。相比于自杀

质粒系统，该系统具有较高的效率，敲除质粒导入宿主后在低温下可以让质粒复制获得

大量的拷贝，因此不会受到阳性菌转化效率低的限制。同时，当这个质粒整合到染色体

上后(第一次同源重组)，在低温下诱导质粒的复制将会促使更高的剪切效率。 

    Biswas I 等[53]于 1993 年对该套系统进行了实际验证，并且构建了大肠杆菌-乳酸菌

穿梭敲除质粒 pG
+
host5 以便于在大肠杆菌中进行同源片段的克隆。研究发现，单交换

发生的概率与同源片段的长度成对数相关，并且即使同源片段短至 330 bp 也能够成功
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的进行单交换将整个质粒整合到染色体上也能够成功地进行单交换即将整个质粒整合

到染色体上。并且发现单交换菌株在 37.5 ℃下传代 75 次后，稳定性高于 99%，而在 28 ℃

下则完全不稳定。同时研究了非选择性的双交换系统，在有选择标记(抗生素压力)时，

50-98%单交换菌株进行了双交换，没有选择标记时，1-40% 进行双交换。同时研究了

在单交换的基础上双交换效率，发现低温下质粒的复制可以使后续的剪切效率提高

100-1000 倍。 

    Gory L 等[54]尝试在 Lactobacillus sakei 中表达绿色荧光蛋白基因 gfp 以检测这种微

生物在发酵产品中的表现。首先将融合有 PldhL启动子的 gfp 片段克隆到 pG
+
host5 上进

行质粒载体外源蛋白的表达。发现，在 30 ℃以下时，该载体是能够稳定表达 GFP 蛋白

的。同时通过热敏性敲除质粒 pG
+
host5 将 gfp 片段整合到染色体上进行表达，以半乳糖

苷酶基因作为靶基因，将其置换成 Pldh-gfp 片段，获得能够稳定表达 GFP 的工程菌株。

并且两种表达方式均不会对菌体的生长发酵产生影响。 

    Okano K 等[55]通过 pGhost9 敲除质粒成功地的对将 L. plantarum 上的 D-乳酸脱氢酶

基因(ldhD)进行了敲除，以产生光学纯的 L-乳酸。将基因 ldhD 起始密码子上游的 1 Kb

片段以及终止密码子下游的 1 Kb片段克隆出来作为同源片段连接到 pGhhost9 上构建敲

除载体，以对 ldhD 进行彻底的敲除。结果显示敲除菌株能够生产纯度达到 99.7%的 L-

乳酸，并且其总乳酸产量并没有受到影响。同时，还将淀粉酶基因 amyA 克隆到载体 pCU

上进行表达，以淀粉为培养基进行直接发酵能产生高浓度的乳酸。 

    Takamatsu D 等[56]对 pG+host3 进行改造，构建了一系列更加实用的猪链球菌敲除

载体。在 pG+host3 上插入来源于 pUC19 上的复制子以及、多克隆位点以及，壮观霉素

抗性标记从而得到敲除载体 pSET4S。在大肠杆菌中培养温度为 37 ℃时该载体能够复

制，从而便于同源片段的克隆，而在猪链球菌中 37 ℃时该载体不能够复制。实验证明，

pSET4S 在 S. equi ssp. equi NCTC9682 中 28 ℃培养 8 h 后 38.2%的菌株仍具有抗性，而

在 37 ℃培养 8 h 后仅有 0.05%具有抗性。最后用此质粒对 S. equi 的溶血素基因 sly 进行

敲除(将其替换成氯霉素抗性基因)，发现 2.6%的具有氯霉素抗性的突变株成功的通过双

交换同源重组方式对的具有氯霉素抗性的突变株成功地通过双交换同源重组方式对 sly

进行了敲除。 

    Tang YL 等[57]对 Streptococcus suis ZJ081101 的 SSU1356-ORF 序列进行分析，发现

该基因片段所编码的由有 201个氨基酸组成的蛋白质与其他的 Streptococcus suis来源的 

SodA 具有 81-88%的同源性。并用 pSET4S 敲除质粒对该基因进行了敲除，发现在突变

株中已经检测不到 SOD 活力，证明敲除获得成功。实验发现突变株对过氧化氢所引起

的氧化压力更加的敏感，并且突变株对小鼠的毒力也大幅度的下降。 
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第 2 章  乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2 中外源功能基因的表达 

 

2.1  前言 

乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici DQ2 为本实验室在纤维素乙醇发酵过程中分离

得到的一株耐高温，同时对木质纤维素预处理过程中产生的抑制物有较高耐受性的乳酸

高产菌株。此菌对木质纤维素体系具有一定的依赖型，即在木质纤维素体系中的生长发

酵行为要优于其他的培养基体系。它能够在 48 ℃的高温下进行正常的发酵，并且最高

能够生产 100 g/L 以上的乳酸。并且此菌株能够利用葡萄糖进行同型乳酸发酵，即产物

几乎全部是乳酸，基于糖的得率在 0.9 以上，没有其他副产物的产生，具有极大的构建

纤维素乳酸生产工业生产模式的潜力[58, 59]。 

生物炼制行业中纤维素酶的成本占整个过程成本的很大一部分，是生物炼制行业的

限制环节，也是制约其工业化的瓶颈。因此，很多研究者都致力于降低生物炼制过程中

酶的用量以及成本。比如进行纤维素酶的回收利用，提高酶的活力等等[60]。同时也可以

对发酵菌株进行遗传改造，将纤维素酶的生产以及乳酸的发酵进行耦合，即构建纤维素

乳酸发酵的整合生物过程(CBP)菌株。在乳酸发酵微生物中表达纤维素酶基因，让其具

有降解纤维素为单糖的能力，然后利用单糖进行乳酸发酵，这样将会大大地降低整个过

程的成本。。 

同时由于此株菌在木质纤维素体系中的特殊能力，我们可以对其进行代谢工程改

造，从而生产其他的具有高附加值的平台基化学品。不管是表达纤维素酶基因还是进行

代谢工程改造，都亟需在此野生菌株中构建一套有用的外源蛋白表达系统，为后续的工

作奠定基础。本章在乳酸菌常用表达载体 pMG36e 的基础上建立适于 P. acidilactici DQ2

的表达系统。将 P32 启动子更换成来源于表达宿主本身的 L-乳酸脱氢酶基因 ldhL 的启

动子 PldhL，获得新的表达载体 pTY36e。首先通过此载体成功地在 P. acidilactici DQ2 中

表达了报告基因-来源于维多利亚多管发光水母的绿色荧光蛋白基因 gfp。随后将 β-葡萄

糖苷酶基因 bglA 克隆到新载体上转入 P. acidilactici DQ2 中，并在重组菌胞内检测到了

明显的 β-葡萄糖苷酶酶活，证明我们成功地构建了一套适于 P. acidilactici DQ2 的外源

蛋白表达系统。 
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2.2  实验材料 

2.2.1  菌株与载体 

大肠菌株 E. coli XLI-blue 以及 E. coli DH5α 由本实验室保存，多粘芽孢杆菌 Bacillus 

polymyxa 1.794 购自中国普通微生物菌种保藏管理中心，乳酸片球菌 Pediococcus 

acidilactici DQ2 由本实验室分离获得，pMG36e 由实验室保存。 

 

表 2.1  文中所用的菌种和质粒 

Table 2.1  Bacterial strains and plasmids used in this paper 

菌株及质粒 Bacterial 
strains or plasmids 

相关特性 Relevant features 
来源 Source or 

reference 

菌株 Bacteria   

E. coli DH5α 
F

-
 endA1 hsdR17 (rK

-
 mK

+
) supE44 thi-1 λ

- 

recA1 gyrA96 relA1 Δ(argF
- 

lacZYA) 
UI69f80dlacZDM15 

Stored in the lab 

E. coli XLI-blue 
recA1, endA1, gyrA96, thi, supE44, lac, 
hsdR17(rk-, mk +), relA1  

Stored in the lab  

Pediococcus 
acidilactici DQ2 

Plasmid free strain Chu DQ 

Bacillus polymyxa 
1.794 

 CGMCC 

质粒 Plasmid   
pUC19 Ori pMB1, Amp

r
, MCS, lacZα; cloning vector Stored in the lab 

pPK2SurGFPD Kan
r
, plasmid containing gfp gene Lin LC 

pUC19-bglA Amp
r
, pUC19 derivative carrying bglA Stored in the lab 

pUC19-PldhL 
Amp

r
, pUC19 derivative carrying PCR product 

of PldhL  
This work 

pMG36e 
Ori pWVO1, Em

r
, MCS, P32 promoter, 

expression vector 
van de Guchte M  

pTY36e 
Em

r
, pMG36e while P32 promoter was replaced 

by PldhL 
This work 

pMG36e-gfp Em
r
, pMG36e derivative carrying gfp This work 

pMG36e-bglA Em
r
, pMG36e derivative carrying bglA This work 

pTY36e-gfp Em
r
, pTY36e derivative carrying gfp This work 

pTY36e-bglA Em
r
, pTY36e derivative carrying bglA This work 

 

2.2.2  主要试剂 

高保真 DNA 聚合酶 PrimeSTAR HS DNA Polymerase、T4 DNA 连接酶均购于

TaKaRa 公司(Takara Biotechnology Co. Ltd., Japan)；限制性内切酶购自 Fermentas 公司

(Vilnius, Lithuania)；细菌基因组抽提试剂盒购自美国 Omega 生物工程公司 (Omega 

Bio-Tek，Inc., Norcross，GA，USA)；质粒小抽试剂盒以及胶回收试剂盒购自上海捷瑞

生物工程有限公司；PCR 纯化试剂盒购自上海生工生物工程有限公司；氨苄青霉素 

(Ampicillin, Amp)，卡那霉素 (Kanamycin, Km)，壮观霉素(Spectinomycin，Spc)，红霉

素(Erythromycin，Em)，万古霉素(Vancomycin，Vam)，溴化乙锭 (Ethidium bromide，

EB)，牛血清白蛋白  (Bovine serum albumin, BSA)，NAD
+
( Nicotinamide adenine 

dinucleotide)均购自北京普博欣生物科技有限公司；十二烷基磺酸钠 (Sodium dodecyl 

sulfonate，SDS)，异丙基-β-D-巯基半乳-吡喃糖苷 (Isopropyl-β-D-thiogalacto-pyranoside，
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IPTG)， 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside，

X-gal)均购自美国 Amresco 公司 (Cleveland，OH，USA)；西班牙琼脂糖 (Biowest，Spain)

购自比利时 Acros Organics 化学公司 (Geel，Belgium)；胰蛋白胨 (Tryptone)和酵母提取

物 (Yeast extract，YE) 购自英国 Oxoid 有限公司 (Oxoid Ltd., Basingstoke，Hampshire，

England)；L-乳酸钠(Sodium L-Lactate)，D-乳酸钠(Sodium D-Lactate)，对硝基苯基-β-D-

吡喃葡萄糖苷(p-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside，PNPG)购自美国 Sigma 公司 (St. Lous, 

MO, USA)。其它药品、试剂如无特殊说明均购自上海凌峰化学试剂公司或上海国药化

学试剂基团，并都为分析纯。 

引物合成与测序分别在上海捷瑞生物工程有限公司以及北京六合华大基因股份有

限公司完成。 

2.2.3  实验仪器 

实验中所用到的所以仪器设备如表 2.2 所示。 

 

表 2.2  主要实验仪器 

Table 2.2  Experimental instruments 

仪器名称 规格 生产厂家 

超低温冰箱 86C Thermo 公司 

PCR 仪 Mastercycler Eppendorf 公司 

电转化仪 GenePulserXceⅡTM
 Bio-Rad 公司 

小型高速冷冻离心机 5415R Eppendorf 公司 

微型摇床 5430 Eppendorf 公司 

核酸蛋白分析仪 DU-800 Beckman 公司 

水平电泳槽 Mini-Sub Cell GT Bio-Rad 公司 

电泳槽 Mini-PROTEAN Tetra Bio-Rad 公司 

超纯水纯化系统 Milli-Q Millipore 公司 

全自动紫外与可见分析装置 FR-200A 复日科技 

高速冷冻离心机 Avanti J-26 Beckman 公司 

漩涡混合器 QL-901 江苏海门市其林贝尔公司 

手掌型离心机 LX-100 江苏海门市其林贝尔公司 

立式压力蒸气灭菌器 YXQ-LS-75S II 上海博讯实习有限公司医疗设

备厂 

超声波细胞破碎仪 JY92-II 宁波新芝生物科技有限公司 

恒温水槽 SDC-6 宁波新芝生物科技有限公司 

制冰机 XB-100 宁波格兰特制冷设备制造有限

公司 

恒温恒湿培养箱 GHP-9160 上海一恒科技有限公司 
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落地恒温振荡摇床 HZ-9311K 太仓华利达有限公司 

超声波清洗机 KWT-100A 科伟达超声波设备有限公司 

电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科技有限公司 

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州苏洁净化设备有限公司 

高效液相色谱 LC-20AD 岛津 

pH 计 PHS-3C 上海精密科学仪器有限公司 

冰箱 CD-239VC 海尔公司 

电子天平 BS423S 北京赛多利斯 

气浴恒温振荡器 SHZ-82 金坛亿通电子 

 

2.2.4  培养基，主要溶液的配制 

培养大肠杆菌所用培养基为 Luria broth (LB)：10 g/L 胰蛋白胨，10 g/L NaCl, 5 g/L 

酵母提取物，200 rpm/min，37 ℃。如需要配置固体培养基，在配置好的液体培养基中

添加 1.5%的琼脂粉。培养带有质粒的大肠杆菌时，在培养基中添加一定浓度的抗生素。

氨苄青霉素的工作浓度为 100 μg/mL，壮观霉素的工作浓度为 100 μg/mL，红霉素的工

作浓度为 150 μg/mL。在配置含有抗生素的平板时，将添加有琼脂粉的培养基灭菌后冷

却到 60 ℃左右，然后添加相应的抗生素母液并倒入到无菌培养皿中，冷却后保存在 4 ℃

冰箱中备用。 

乳酸片球菌培养条件为 42 ℃，150 r/min，采用 MRS(葡萄糖 20 g/L，蛋白胨 10 g/L，

酵母粉 4 g/L，牛肉膏 8 g/L，乙酸钠 3 g/L，柠檬酸氢二铵 2 g/L，磷酸二氢钾 2 g/L，七

水硫酸镁 0.2 g/L，一水硫酸锰 0.05 g/L，吐温 80 l mL/L)培养基，带有质粒的乳酸片球

菌培养温度为 37 
o
C，并在培养基中添加 5 μg/mL 的红霉素。 

电转乳酸片球菌电转所用复苏液：在 MRS 培养基中添加 0.5 mol/L 的蔗糖，121 ℃

灭菌 20 min 待用。 

核酸电泳缓冲液(5×TBE 贮存液)：54 g Tris 碱，27.5 g 硼酸，20 mL 0.5 mol/L EDTA 

(pH 8.0)，溶于 1 L 去离子水，用时稀释 10 倍。 

0.7%的琼脂糖凝胶：称取 0.7 g 琼脂糖于 100 mL 0.5×TBE 中，并加入 20 μL EB 用

微波炉加热 2 min，倒入配置凝胶的模具中。 

8 mM 对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷(pNPG)：称取 0.0482 g 的 pNPG 干粉溶于 20 

mL pH 为 78.0 的柠檬酸缓冲液中。 

50 mg/mL 的溶菌酶溶液：称取 0.25 g 溶菌酶干粉溶解于 5 mL pH 为 8.0 的 Tris-cl

缓冲液中，溶解完全后用无菌的 0.22 μm 滤膜过滤分装，-20 ℃避光保存待用。 

氨苄青霉素贮存液(50 mg/mL)：准确称取 0.50 g 氨苄青霉素粉末溶于 10 mL 超纯

水中，待完全溶解后用无菌的 0.22 μm 滤膜过滤分装，-20 ℃避光保存待用。壮观霉素

以及万古霉素的配置方法与上述相同。 

    红霉素贮存液(50 mg/mL)：准确称取 0.50 g 红霉素粉末溶于 10 mL 无水乙醇 带格式的: 缩进: 首行缩进:  0.85
厘米
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中，待溶解完全后用无菌的 0.22 μm 滤膜过滤分装，-20 ℃避光保存待用。 

蛋白电泳 SDS-PAGE 溶液： 

1 M Tris-HCl 的 500 mL 贮存液：将 60.5 g Tris base 溶解在 350 mL 超纯水中，使

Tris 全部溶解，用超纯水定容至 500 mL，最后用盐酸将 pH 调节至 6.8，4 ℃保存。 

30%丙烯酰胺溶液(AM)：购买的成品，直接使用。 

    SDS 溶液 (100 g/L)：将 10 g 高纯度的 SDS 加入到 100 mL 的超纯水中，置微波炉

中加热溶解，并防止爆沸，隔段时间后用玻璃棒搅拌，待溶解完全后倒入玻璃试剂瓶中，

4 ℃保存。     

溴酚蓝(10 g/L)溶液：称取 500 mg 溴酚蓝用 50 mL 超纯水溶解，棕色试剂瓶 4 ℃

冰箱保存。 

75% (v/v)甘油：将 300 mL 分析纯甘油添加到 100 mL 的超纯水中，混匀后倒入试

剂瓶中，4 ℃保存。 

4×堆积胶缓冲液 100 mL：4 mL 100 g/L SDS 溶液，50 mL 1M Tris-HCl， 21 mL 的

水，混匀后倒入试剂瓶中 4 ℃保存。 

4×分离胶缓冲液 500 mL：依次量取 100 g/L SDS 溶液 20 mL，375 mL 2 M Tris-HCl，

后用超纯水定容至 500 mL。混匀后倒入剂瓶中，4 ℃条件下保存。 

TEMED 成品液：将购买的成品液分装成每小份 2 mL，4 ℃保存。 

5×SDS-PAGE Loading Buffer，5 mL：将 0.5 g 的 SDS、25 mg 的溴酚蓝加入到 1.25 

mL 1 M Tris-HCl(pH=6.8) 中，并加入 2.5 mL 的甘油。最后用去离子水定容至 5 mL，分

装成每小份 500 μL，4 ℃保存。使用前每小份中加入 25 μL 的巯基乙醇。 

10×Tris-Glycine Buffer(电泳缓冲液) 1 L：将 10 g SDS，30 g Tris base，144 g 甘氨酸

溶于 700 mL 的去离子水中，可用超声波仪促进溶解，待完全溶解后定容至 1 L。室温

保存待用， pH 值约为 pH 8.4±0.1。 

    100 g/L 过硫酸铵溶液 (ammonium persulfate, AP) 20 mL：称取 2 g 的过硫酸铵加到

20 mL 的去离子水中，待完全溶解后 4 ℃保存。注意在使用时不要与 TEMED 发生交叉

污染。  

考马斯亮蓝 R-250 染色液 1 L：称取 1.0 g 的考马斯亮蓝 R250 于 1 L 的试剂瓶内，

然后加入冰醋酸 100 mL、甲醇 450 mL 溶解，最后用去离子定容至 1 L。室温保存待用。 

考马斯亮蓝染色脱色液：量取 100 mL 的醋酸、50 mL 的乙醇混匀，最后量取 850 mL

的去离子水倒入其中，混匀后室温保存待用。 

    分离胶的配制(12%)：AM 溶液，2 mL；分离胶缓冲液，1.25 mL；水，1.67 mL；

TEMED，10 μL；AP，50 μL。 

堆积胶的配制(5%): AM 溶液，0.335 mL；堆积胶缓冲液，0.5 mL；水，1.15 mL；

TEMED，5 μL；AP，30 μL。 
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2.3  实验方法 

2.3.1  β-葡萄糖苷酶基因 bglA 以及 L-乳酸脱氢酶基因启动子 PldhL的克隆 

    分别以 pUC19-bglA 质粒以及 P. acidilactici DQ2 基因组作为模板，利用设计好的引

物进行 PCR 扩增，实验中所用到的引物如下表 2.3 所示。 

 

 

 

 

表 2.3  引物序列及扩增片段 

Table 2.3  Primers sequence used for construction of recombinant plasmids 

引物  引物序列(5’-3’)  扩增片段 

bglA’-S 

bglA’-A 

GCGAGCTCCTATGACTATTTTTCAATTTCCG(Sac I) 

CCCAAGCTTTTAGCGTCTAGTCTCCAACC(Hind III) 

β-葡萄糖苷酶基因

(bglA)(pMG36e-bglA) 

bglA-S 

bglA-A 

GCTCTAGAATGACTATTTTTCAATTTCCG(Xba I) 

ACATGCATGCTTAGCGTCTAGTCTCCAACC(Sph I) 

β-葡萄糖苷酶基因

(bglA)( pTY36e–bglA) 

PldhL-S 

PldhL-A 

CCGGAATTCCCACCCCATACTTTTTAGC(EcoR I) 

GCTCTAGATATTAGATTATATATTTGGTCCACC(Xba I) 
PldhL 启动子 

gfp-S 

gfp-A 

GCTCTAGAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCA(Xba I) 

ACATGCATGCTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC(Sph I) 
绿色荧光蛋白基因(gfp) 

 

PCR 反应体系的配置在冰上进行，组成如下表 2.4 所示。添加除酶液以外的组分，

最后加入酶液，盖好盖子，用微型离心机离心 5 S，然后迅速放入 PCR 仪中进行扩增。 

 

表 2.4 PCR 反应体系 

Table 2.4  Composition of PCR 

  试剂名称  用量 

 无菌超纯水   33.0 µL 

 5×PCR buffer   10.0 µL 

 Forward primer (10 μM)  1.0 µL 

           Reverse primer (10 μM)  1.0 µL 

 dNTP mixture   4.0 µL 

 模板 DNA    0.5 µL 

 PrimeSTAR HS DNA Polymerase    0.5 µL 

 Total volume  50.0 µL 

 

bglA 基因的克隆：以质粒 pUC19-bglA 为模板，用引物 bglA-S 与 bglA-A 扩增 β-葡

萄糖苷酶基因 bglA。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min，94 ℃ 30 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 90 s，

30 个循环，然后 72 ℃延伸 10 min。 
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PldhL启动子的克隆：通过 NCBI(编号：X70927.1)获取 P. acidilactici L-乳酸脱氢酶

基因启动子序列并设计引物[61]，以 P. acidilactici DQ2 基因组作为模板，用引物 PldhL-S

和 PldhL-A 扩增出启动子序列。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min，94 ℃30 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 

12 s，30 个循环，然后 72 ℃ 延伸 10 min。 

gfp 基因的克隆：以 pPK2SurGFPD 作为模板，用引物 gfp-S 和 gfp-A 扩增绿色荧光

蛋白基因 gfp。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min，94 ℃ 30 s，58 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，30 个

循环，然后 72 ℃ 延伸 10 min。 

所有 PCR 产物经过 0.7%的琼脂糖凝胶电泳进行检测，以确定大小是否与预期的相

符。检测正确后用 PCR 产物纯化试剂盒进行纯化，取适量进行双酶切(与载体同时进行)。

双酶切所用缓冲液根据Fenmentas公司说明书进行选择，尽量使两种酶均处于最高活性，

双酶切时间一般在 5 h 左右。双酶切完成后进行切胶，然后用琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒进行 DNA 的回收。最后测定所得的 DNA 的浓度，根据目的片段以及载体的浓度

确定连接体系(目的片段与载体的摩尔比在 3:1-10:1 之间)，具体如下表 2.5 所示。 

 

表 2.5  连接体系 

Table 2.5  The ligation system 

表达载体/µL 目的基因/µL T4 DNA ligase/µL 连接 buffer/µL 总体系/µL 

V 8-V 1 1 10 

 

    将上述连接体系置于 16 ℃的水浴锅中连接 12-16 h，然后转化大肠杆菌 DH5α，涂

布含有氨苄青霉素的 LB 平板，置于 37 ℃恒温培养箱中培养，长出单菌落后挑取单菌

落划线到新鲜的氨苄青霉素平板，然后在此平板上刮取菌体进行菌落 PCR 验证。PCR

验证正确后提取该菌的质粒，进行双酶切验证以及进行基因序列的测定。 

大肠杆菌感受态细胞的制备： 

① 从甘油管中挑取少量菌液划线到 LB 平板上，37 ℃条件下过夜培养。 

② 挑取单菌落接种到 20 mL 的液体 LB 培养基中过夜培养。 

③ 以 1%接种量接种到 100 mL 的液体 LB 培养基中，当其 OD600值达到 0.6 后将菌

液置于冰上放置 30 min。 

④ 4 ℃ 、4000 rpm/min 离心 10 min，倒出培养液上清，加入 30 mL 0.1 M 的 Cacl2

溶液，缓慢地用移液器吹打使菌体悬浮。 

⑤ 4 ℃ 、4000 rpm/min 离心 10 min，倒掉上清，加入 8 mL 0.1 M 的 Cacl2溶液以

及 3.4 mL 50%的甘油，缓慢地用移液器吹打使菌体悬浮。 

⑥ 冰浴 2 h，以每管 80 µL 的量进行分装。 

⑦ 用液氮进行速冻后置于-80 ℃冰箱中保存待用。 

    大肠杆菌的转化： 

① 从-80 ℃冰箱中取出大肠杆菌感受态细胞，在冰上解冻。 
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② 将解冻后的感受态细胞取出加入到 10 µL 的连接体系中，混匀，冰置 30 min。 

③ 将以上离心管置于 42 ℃水浴锅中，热激 90 S。 

④ 迅速取出后冰置 2 min，加入 900 µL 的 LB 培养基，置于 37 ℃、100 rpm/min

的培养箱中培养 45min，使细菌复苏并表达相关的抗性基因。 

⑤ 取 200 µL 的以上转化液，涂布抗生素平板，37 ℃培养箱中培养过夜。 

2.3.2  重组表达载体 pMG36e-bglA 的构建、pMG36e 的改造以及 pTY36e–bglA 的构建 

将 bglA 基因片段用相应限制性内切酶从克隆载体上切下，然后与用同样酶处理过

的表达载体 pMG36e 连接(方法同前)，转化大肠杆菌 XL-blue(方法同前)并涂含布红霉素

的 LB(LE)平板。长出菌落后挑取单菌落划线到另一块 LE 平板上，进行菌落 PCR 以及

提取质粒双酶切验证，得到重组大肠杆菌 pMG36e-bglA。然后提取质粒转化乳酸片球菌

P. acidilactici DQ2，菌落 PCR 鉴定，具体操作方法如下：在无菌离心管中加入无菌水

20 µL，用 10 µL枪头从平板上挑取适量菌体并在无菌水中反复吹打，然后沸水裕10 min，

离心后取上清 1 µL 作为模板进行 PCR 扩增验证。将此重组菌命名为 P. acidilactici PT1。 

P. acidilactici DQ2 的电转化感受态细胞的制备：乳酸片球菌的电转化方法参照文献

报道[62]，并作一定的修改，具体如下。 

① 从甘油管中挑取少量菌液划线到 MRS 平板上，42 ℃条件下过夜培养。 

② 从平板上挑取单菌落接种到 20 mL 液体 MRS 培养基中，过夜培养。 

③ 以 1%的接种量将以上菌液接种到 20 mL 含 40 mM D,L-苏氨酸的 MRS 中，培

养 4 h 左右。 

④ 待 OD600达到 1.0-1.2 之间，取 1 mL 菌液 4 ℃ 、10000 rpm/min 离心 5 min 

⑤ 去除上清，用 1 mL 缓冲液 I(0.6 M 蔗糖，7 mM K3POP4，1 mM Mgcl2，pH=7.5)

缓慢将菌体悬浮起来。离心，并重复一次。 

⑥ 加入 100 µL 的缓冲液 I 悬浮菌体，并加入 10 µL 0.5 mg/mL 的溶菌酶，37 ℃下

处理 30 min。 

⑦ 离心，并用缓冲液 I 洗涤 2 次，10000 rpm/min 离心 5 min，去除上清。 

⑧ 用 500 µL 的缓冲液 II(0.5 M 蔗糖，10%甘油)将菌体悬浮起来，并以每份 80 µL

的体积进行分装，用液氮进行速冻后置于-80 ℃冰箱中保存待用。 

乳酸片球菌的电转化： 

① 从-80 ℃冰箱中取出乳酸片球菌感受态细胞，在冰上解冻。 

② 将感受态细胞与 10 µL(1-5 µg)的重组质粒混匀，并将其转移到 1 mm 的电击杯

中，在 2000 V、200 Ω、25 μF(1 mm 电击杯)条件下电击。 

③ 迅速将菌液转移到 900 µL 预冷的复苏液中(含 0.5 M 的 MRS) ，冰置 5 min。 

④ 将菌液转移到 42 ℃培养箱中培养 2.5 h，取 200 μL 菌液涂布红霉素平板，3 d

左右长出转化子，挑取阳性克隆进行 PCR 验证。 

将启动子片段 PldhL用相应限制性内切酶从克隆载体上切下，与用相同酶处理过的

pMG36e(将 P32启动子切掉)连接得到 pTY36e (图 2.1)。将绿色荧光蛋白基因 gfp 片段用
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相应限制性内切酶从克隆载体上切下，与用相同酶处理过的 pTY36e 连接并转化大肠杆

菌 XL1-blue，鉴定后得到 pTY36e-gfp。提取质粒并转化乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2，

鉴定，将此重组菌命名为 P. acidilactici PT2。 

将 bglA 基因片段用相应限制性内切酶从克隆载体上切下，与用相同酶处理过的

pTY36e 连接并转化大肠杆菌 XL1-blue，鉴定后得到重组大肠杆菌 pTY36e-gfp(图 2.1)，

提取质粒并转化乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2，鉴定，并将此重组菌命名为 P. acidilactici 

PT3。 

将带有空载 pTY36e 的 P. acidilactici DQ2 命名为 PTC。 

 

图 2.1  pMG36e 的改造及重组质粒载体构建路线图 

Fig. 2.1  Modification of pMG36e and construction of recombinant plasmids 

 

2.3.3  重组菌荧光检测 

将 pMG36e-gfp、重组菌 PT2(pTY36e-gfp)和对照菌PTC(pTY36e)培养至对数生长期，

离心收集1 mL菌体，去除上清并用同样体积的TES缓冲液(50 mM Nacl, 5 mM EDTA, 30 
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mM Tris, pH=8.0)悬浮、离心，去除上清后再重复一次。然后用适量的 TES 缓冲液悬浮

菌体，荧光显微镜(激发光波长 488nm, OLYMPUS BX51, Tokyo, Japan)下观察菌体的荧

光情况。 

2.3.4  重组乳酸片球菌 PT3 SDS-PAGE 电泳及分析 

 取 20 mL 的菌液离心并用柠檬酸缓冲液洗涤收集菌体细胞，液氮研磨破碎细胞获

得胞内粗酶液。取 50 μL上述粗酶液溶解在 50 μL 2×的 SDS缓冲液(100 mmol/L Tris-HCl, 

4% SDS, 20%甘油, 2%巯基乙醇)中，与蛋白标准品一同沸水裕 5 min，离心后取 10 μL

上样进行 SDS-PAGE(5%的浓缩胶和 12%的分离胶)分析 β-葡萄糖苷酶的表达。 

2.3.5  重组菌 β-葡萄糖苷酶酶活力测定 

从平板上挑取单菌落到添加有红霉素的 MRS 培养基中过夜培养获得种液，然后以

10%的接种量接种到 20 mL MRS 培养基中，待生长到对数中期后收获菌体(OD600=2.0

左右)。4 ℃ 、10000 rpm/min 离心 5 min，上清用硫酸铵分级沉淀法进行蛋白浓缩，然

后用柠檬酸缓冲液(pH=7.0)回溶，得到分泌到细胞外的粗酶液。而加入同等体积的柠檬

酸缓冲液(pH=7.0)悬浮离心所得的菌体，离心后重复一次。然后将菌体转移到预冷的研

钵中，加入液氮进行研磨，并重复三次，直至菌体被研磨成白色的粉末状为止。然后将

研钵置于冰上，使菌体解冻，加入 0.5 mL 的柠檬酸缓冲液将破碎后的菌体悬浮，转移

到1.5 mL的离心管中。再加入 0.5 mL的柠檬酸缓冲液悬浮一次，转移到离心管中，4 ℃ 、

12000 rpm/min 离心 10 min，将上清转移到另一个离心管中作为粗酶液进行酶活力的测

定。 

表 2.6 β-葡萄糖苷酶酶活测定体系 

Table 2.6  The β-glucosidase enzyme activity detection system 

 样品管 酶空白 底物空白 

粗酶液 0.2 0 0.2 

底物(pNPG) 1.0 1.0 0 

Buffer 0.8 1.0 1.8 

 

β-葡萄糖苷酶酶活测定采用对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷(pNPG)作为底物，在 β-

葡萄糖苷酶的催化作用下将会生成对硝基苯酚，而对硝基苯酚在 405 nm 处有最大吸收

峰，因此可以通过测吸光度的方法进行酶活的定量分析。1 单位的酶活(U)定义为在规

定条件下在 1 min 之内释放出 1 μmol 的对硝基苯酚所对应的酶量[63, 64]。 

酶活测定体系组成如表 2.6 所示，测定步骤如下：先后在小试管中加入缓冲液以及

底物，37 ℃预热 2 min，然后加入粗酶液，置于 37 ℃水浴锅中进行反应 10 min，迅速

取出并加入 1 mL 0.5 M 的 Na2CO3来终止反应，最后在 405 nm 条件测定吸光度值。酶

液反应后的吸光度值 A=A 样品-A 酶空白-A 底物空白。 

酶活计算公式如下所示： 

带格式表格
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C N
U= 0.5C N       (2-1)

10 0.2

A= b c                          (2-2)

A
c= 0.0532A             (2-3)

ε b

U(U/mL)=0.0266N A      (2-4)




 



 






 

C: 对硝基苯酚的浓度，μmol/mL 

N: 稀释倍数 

A: 吸光度值 

Ε: 对硝基苯酚的摩尔消光系数，18.8 mmol/L·cm 

通过此公式计算出的酶活单位为 U/mL，然后将其换算成 U/g dry cell，其中 1 OD·mL

的菌体干重为 3.007×10
-4 

g。 

2.4  结果 

2.4.1  表达载体 pTY36e 的构建与荧光蛋白基因 gfp 的表达     

首先试图利用已有的 pMG36e 载体表达 β-葡萄糖苷酶基因 bglA。通过 PCR 得到的

多粘芽孢杆菌来源的 β-葡萄糖苷酶基因 bglA 片段，大小为 1347 bp(图 2.2(a))，测序结

果表明所得序列正确。将该 bglA 基因片段连接到乳酸菌常用表达载体 pMG36e 上，构

建重组表达载体 pMG36e-bglA，验证正确后(图 2.2(b))提取质粒电转入乳酸片球菌 P. 

acidilactici DQ2。测定 β-葡萄糖苷酶活力发现，重组菌 PT1 胞内和胞外均没有检测到酶

活，SDS-PAGE 分析发现在预期位置并没有蛋白条带，这些结果说明克隆到 pMG36e

上的 bglA 基因没有得到表达。 

 

 

图 2.2  pMG36e-bglA 的构建 

Fig. 2.2  Construction of pMG36e-bglA 
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绿色荧光蛋白(GFP)是从维多利亚多管发光水母 Aequorea victoria 中分离得到的一

种蛋白，自从 1994 年首次被用作标记后已经成为生物科学领域最具革命性的报告蛋白，

以它作为报告蛋白的好处在于不需要添加额外的底物或者能量，分析时不会产生干扰
[65]。克隆得到此基因(图2.3(a))，测序证明所得到的片段基因序列正确。构建 pMG36e-gfp，

经过验证后(图 2.3(b))提取质粒并转入 P. acidilactici DQ2 中，以进一步验证 pMG36e 表

达系统是否能够在此乳酸片球菌中表达外源基因。结果在荧光显微镜下观察发现，该重

组菌并没有荧光，说明通过 pMG36e 表达系统绿色荧光蛋白也不能够得到表达(图 2.5)。 

pMG36e 是常见的乳酸菌表达载体，携带有组成型启动子 P32 推测可能是因为 P32

启动子在此宿主中活性太弱甚至不起作用，而一些研究者用 pMG36e 在乳酸菌中表达外

源蛋白时也出现过同样的问题。Liang XB 等[41]利用 pMG36e 分别在启动子 P32以及 Pnis

作用下表达纳豆激酶，结果发现在 P32 作用下目的基因没有得到表达，而在 Pnis 作用下

得到了活性表达。Vannini V 等[66]运用 pMG36e 在乳酸乳球菌中表达一种甲基化转移酶

时发现，目的蛋白的表达量非常低，并总结到 P32启动子活性较弱，如果要高表达此基

因就应该选用更加有效的启动子。而有报道称乳酸菌的 L-乳酸脱氢酶基因 ldhL 的启动

子具有很强的活性[67]，所以试图从表达宿主 P. acidilactici DQ2 基因组中克隆出 ldhL 的

启动子 PldhL，并以其替换 P32。 

 

 

图 2.3  pMG36e-gfp 的构建 

Fig. 2.3  Construction of pMG36e-gfp 

 

从表达宿主P. acidilactici DQ2的基因组中克隆出了具有较高活性的L-乳酸脱氢酶基

因(L-ldh)启动子，并以绿色荧光蛋白基因作为报告基因验证此启动子能否起作用。通过

PCR 扩增出 P. acidilactici DQ2 的 L-乳酸脱氢酶基因启动子片段 PldhL片段大小为 350 bp

左右(图 2.4(a))，与预期的大小相符。将 PldhL 片段与克隆载体 pUC19 连接，得到

pUC19-PldhL，测序结果表明所得序列正确。将 PldhL片段从 pUC19-PldhL上切下，与表达

载体 pMG36e 连接，鉴定后得到新的表达载体质粒，并命名为 pTY36e，即将 P32 启动
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子替换为 PldhL启动子(图 2.1)。 

 

 
图 2.4  pTY36e-gfp、pTY36e-bglA 的构建 

Fig. 2.4  Construction of pTY36e-gfp and pTY36e-bglA 

 

将 gfp 片段与改造后的新表达质粒 pTY36e 连接，得到 pTY36e-gfp。经双酶切验证

正确后(图 2.4(b))，电转入乳酸片球菌中。荧光显微镜观察发现，携带有 pTY36e-gfp 质

粒的重组菌 PT2具有明显的绿色荧光，而带有空质粒 pTY36e的对照菌 PTC没有荧光(图

2.5)，这说明在 PldhL启动子作用下绿色荧光蛋白 GFP 在乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2

中成功地得到了表达。 
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图 2.5 重组菌荧光检测 

A: 对照菌(PTC) 在白光下检测，B: 重组菌 pMG36e-gfp 白光下检测，C: pTY36e-gfp(PT3)白光下检

测，D: 对照菌(PTC)荧光检测，E: 重组菌 pMG36e-gfp 荧光检测，F: pTY36e-gfp(PT3)荧光检测 

Fig. 2.5  Fluorescent detection of the recombinant strains 

A: Control cells(PTC) were analyzed under visible light; B: pMG36e-gfp were analyzed under visible light; 

C: pTY36e-gfp(PT3) were analyzed under visible light; D: Control cells(PTC) were analyzed under 

fluorescence; E: pMG36e-gfp were analyzed under fluorescence; F: pTY36e-gfp(PT3) were analyzed under 

fluorescence 

 

2.4.2  表达载体 pTY36e-bglA 的构建以及 β-葡萄糖苷酶的表达 

将 bglA 基因片段用 Xba I 和 Sph I 从质粒 pUC19-bglA 上双酶切切下并与用相同酶

处理过的 pTY36e连接，得到重组表达质粒 pTY36e-bglA，经双酶切验证正确后(图 2.4(b))

电转入乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2 中，得到重组菌 PT3。将重组菌进行细胞破碎后获

得胞内粗酶液，并对该粗酶液进行 SDS-PAGE 分析(图 2.6)，以确定 β-葡萄糖苷酶的表

达情况。但是发现在 51.6 KDa(bglA 蛋白大小)的位置上对照菌株也有一条分子量相近的

蛋白条带。由于本文建立的外源蛋白表达系统表达量相对有限，无法形成区别于宿主菌

已有的近似分子量的蛋白条带。这一问题将在后续利用本文建立的方法表达其它特异性

蛋白时进行进一步的确认。 

     

将重组菌 PT3 以及 PTC(对照)培养至对数生长期，离心收集菌体，离心所得的培养基上

清用硫酸铵分级沉淀法收集蛋白质，即胞外粗酶液。所得菌体用柠檬酸缓冲液洗涤两次

后用液氮研磨破碎细胞，然后用柠檬酸缓冲液悬浮、离心，得到的上清液作为细胞质粗

酶液。对上述得到的两类粗酶液进行酶活测定，具体测定方法见 2.3.4，每组实验都设

定两个平行对照，结果见表 2.7。 
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图 2.6  重组乳酸片球菌 PT3 蛋白 SDS-PAGE 电泳分析 

Fig. 2.6  SDS-PAGE analysis of proteins in recombinant strain PT3 

M: Molecular mass marker; 1: Negative control strain PTC; 2: The recombinant strain PT3 

 

质粗酶液。对上述得到的两类粗酶液进行酶活测定，具体测定方法见 2.3.5，每组实验

都设定两个平行对照，结果见表 2.7。 

 

表 2.7  重组菌 β-葡萄糖苷酶活力测定 

Table 2.7  β-glucosidase activity detection of the recombinant strain 

 位置 底物 酶活力 U/(g·dry cells) 

重组菌 PT3  
胞内 pNPG 4.48±0.71 
胞外 pNPG 0 

对照菌 PTC  
胞内 pNPG 0 
胞外 pNPG 0 

 

该结果表明，重组菌PT3具有明显的 β-葡萄糖苷酶酶活，胞内酶活力为 4.48 U/(g·dry 

cells)，而对照菌 PTC 无论胞内还是胞外均没有检测到酶活。说明改造后的表达载体

pTY36e 可以成功表达外源基因，因此我们成功地构建了可以在 P. acidilactici DQ2 中表

达外源基因的表达质粒。另一方面，所表达的 β-葡萄糖苷酶蛋白主要分布在细胞质中，

而胞外没有检测到相应酶活。因此，在乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2 中可以成功表达

来源于多粘芽孢杆菌的 β-葡萄糖苷酶蛋白，为进一步构建纤维素乳酸发酵的整合生物过

程 CBP 细胞奠定了基础。 

2.5  本章小结 

(1) 本文在P. acidilactici DQ2中表达来源于多粘芽孢杆菌的β-葡萄糖苷酶基因bglA，

将bglA基因置于表达载体pMG36e的P32启动子下游，基因没有得到明显的表达。我们推

测，可能是由于P32启动子在此宿主菌中活性很弱或者根本不起作用所致。因此，我们对

表达载体pMG36e进行了改造，将P32替换成来源于宿主菌P. acidilactici DQ2本身的L-乳

酸脱氢酶基因ldhL的启动子，并以gfp作为报告基因，荧光显微镜下观察到了明显的荧光

(图2.5)，表明载体改造成功。 

45 KD 
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(2) 随后，我们将来源于多粘芽孢杆菌的β-葡萄糖苷酶基因bglA连接到新载体

pTY36e上进行表达，并在细胞质中能够检测到明显的β-葡萄糖苷酶酶活，酶活力为4.48 

U/(g·dry cells)。这些结果进一步说明了pTY36e可以在乳酸片球菌P. acidilactici DQ2中起

作用，即我们成功地在该菌株中构建了一套可以表达外源基因的基因操作工具。并且可

以在P. acidilactici DQ2中表达纤维素酶基因，为进一步构建纤维素乳酸发酵的整合生物

过程菌株(CBP细胞)提供了可行的基础平台，即可以分泌纤维素酶将纤维素降解为单糖，

然后利用单糖进行发酵生产相关产品的菌株。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 3 章  P. acidilactici DQ2 D-乳酸脱氢酶基因 ldhD 的敲除 

 

3.1  前言 

随着化石燃料的日益耗竭以及生态环境问题的日益突出，人们急切地的在寻找石油

基化学品的替代物，这些替代物必须能够同时兼有石油基化学品的功能以及环境友好等

特点。比如在汽车驱动燃料方面，燃料乙醇以及丁醇就是比较好的替代品。而在与人们

生活密切相关的另一方面-塑料上，目前最好的替代品就是聚乳酸(PLA)，因为聚乳酸具

有生物可降解性所以不会给生态环境带来压力[68]。同时，PLA 的单体乳酸可以通过生

物发酵的方法来生产，并且通过生物发酵法可以获得化学合成法不能够达到的单一构型

的乳酸[69]，同时也不会向环境中排放各种有害物质以及二氧化碳。近年来，对聚乳酸的
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持续关注使得乳酸特别是通过生物发酵法所生产的乳酸产量大量的提升。 

本实验室从纤维素乙醇发酵过程中分离得到的乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2 具有

很高的乳酸生产能力，但是其所产的乳酸为 D,L-混合型乳酸[58]，限制了产品的应用，

因为作为聚乳酸 PLA 生产单体的乳酸必须具有非常高的光学纯度[70]。因此本章主要围

绕构建能够生产单一构型乳酸的 P. acidilactici 菌株来进行。首先尝试通过对 P. 

acidilactici DQ2基因组上负责将丙酮酸转化为D-乳酸的D-乳酸脱氢酶基因 ldhD进行敲

除，以达到生产光学纯的 L-乳酸的目的。通过热敏性敲除载体 pSET4E 进行靶基因的敲

除，结果证明此系统能够成功的敲除 ldhD 基因，使突变株能够生产纯度高达 99.88%的

L-乳酸。 

3.2  实验材料 

3.2.1  菌株与载体 

表 3.1  文中所用的菌种和质粒 

Table 3.1  Bacterial strains and plasmids used in this paper 

菌株及质粒  
Bacterial strains or plasmids 

相关特性  
Relevant features 

来源  
Source or reference 

菌株 Bacteria   

E. coli XLI-blue 
recA1, endA1, gyrA96, thi, supE44, 
lac, hsdR17(rk-, mk +), relA1  

Stored in the lab  

P. acidilactici DQ2 Plasmid free strain Chu DQ 
P. acidilactici ΔldhD 112 ldhD deficient strain This work 

质粒 Plasmid   
pUC19 Ori pMB1, Amp

r
, MCS, lacZα; cloning 

vector 
Stored in the lab 

pSET4S 
Ori ColE1/repA Ts, Spc

r
, temperature 

sensative knockoue vector  
Takamatsu D 

pSET4E 
Em

r
, pSET4S while Spc

r
 marker was 

replaced by Em
r
 

This work 

pSET4E-ΔldhD 
Em

r
, ldhD knockout plasmid for P. 

aacidilactici DQ2 
This work 

乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici DQ2 由本实验室筛选获得，pSET4S 质粒由中山

大学陈瑶生教授惠赠。 

3.2.2  实验试剂、仪器 

    同 2.2.2 以及 2.2.3。 

3.2.3  培养基，主要溶液的配制 

    培养基以及各种菌的培养条件同 2.23.4。培养带有 pSET4S 质粒的大肠杆菌时在 LB

培养基中添加 200 μg/mL 的壮观霉素，培养带有 pSET4E 质粒的乳酸片球菌时在 MRS

培养基中添加 5 μg/mL 的红霉素，并且培养温度为 28 ℃。 

Bradford 蛋白定量溶液如下：：???? 

Bradford 贮液：称取 350 mg 的考马斯亮蓝粉末于棕色的储液瓶中，量取 100 mL 95%

的乙醇以及 200 mL 88%的磷酸倒入瓶中，摇晃至完全溶解，4 ℃避光保存待用。 

Bradford 工作液：量取 30 mL Bradford 贮液以及 15 mL 95%的乙醇、30 mL 88%的

磷酸以及 425 mL 双蒸水于棕色容量瓶中，摇匀常温避光保存待用。 
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3.3  实验方法 

3.3.1  热敏性载体 pSET4S 的改造 

【     pSET4S 是一种热敏性敲除质粒，最早由日本学者于 2001 年构建[50]，主要用于

猪链球菌基因组上基因的敲除。相比于常用的自杀质粒，它具有很大的优点。用常规自

杀质粒进行基因敲出时，为了保证敲除效率就必须要求有很高的外源质粒的转化效率，

而对于革兰氏阳性菌，特别是某些比较难转化的菌来说，提高转化效率是比较困难的。

而这种热敏性的质粒就能很好的解决这个问题，将敲除质粒转入宿主菌后，在低温下敲

除质粒将会大量的复制以保证有足够多的拷贝。然后将培养温度提高，质粒的复制将会

被关闭从而启动同源重组的发生。另外的一个优点就是，当敲除质粒整合到基因组上后

启动质粒的复制，质粒的复制将会大大的提高剪切效率即敲除过程的第二步的效率，从

而提高基因敲出的效率。这种热敏性的敲除质粒已经得到验证，具有较高的敲除效率。

同时，也有一些研究者用此敲除系统成功的对乳酸菌基因组上的特定基因成功的进行了

敲除。如日本学者 Okano K 等[49]运用与 pSET4S 类似的敲除系统成功的对 Lactobacillus 

plantarum 的 L-乳酸脱氢酶基因进行了敲除，从而消除了 L-乳酸的生成，达到了生产光

学纯度的 D-乳酸的效果。】这一段在这里不合适，移到下面的结果部分较好 

在前期的预实验中发现，本株乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2 对壮观霉素具有很高

的抗性(>150 μg/mL)，这对于后续实验是非常不利的，所以考虑将 pSET4S 上的壮观霉

素抗性基因更换成乳酸片球菌非常敏感的红霉素抗性。首先通过 PCR 扩增得到红霉素

基因片段，PCR 扩增体系同上面章节中保持一致，PCR 程序如下： 

以 pMG36e 质粒作为模板，用引物 Em-S 和 Em-A(如下表 3.3)扩增红霉素抗性基因

Em。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min，94 ℃ 30 s，55 ℃ 15 s，72 ℃1 min，30 个循环，然

后 72 ℃ 延伸 10 min。 

将 PCR 获得并进行纯化后的 Em 基因片段以及 pSET4S(Spc 抗性基因被切掉)进行

Spe I 单酶切，然后切胶回收目的片段。由于载体进行的是单酶切，为了避免连接过程 
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图 3.1  敲除质粒 pSET4S 的改造 

Fig. 3.1  Modification of knockout plasmid pSET4S 

 

免连接过程中载体发生自连，对单酶切后的载体进行去磷酸化。去磷酸化体系如下表

3.2 所示，在 PCR 仪中设定程序进行反应，65 ℃反应 10 min，反应结束后用 PCR 纯化

试剂盒进行纯化。最后进行目的片段与载体的连接，转化大肠杆菌 XL1-blue，挑选阳

性菌落进行菌落 PCR、提取质粒等鉴定。 

 

表 3.2  去磷酸化反应体系 

Table 3.2  Dephosphorylation system of Spe I digested pMG36e 

试剂名称 用量 

DNA 30 μL 

10×BAP buffer 5 μL 

碱性磷酸裂解酶 2 μL 

无菌超纯水 13 μL 

总体系 50 μL 

 

3.3.2  敲除质粒 pSET4E-ΔldhD 的构建 

以改造后的载体 pSET4E 作为骨架，分别将克隆得到的 D-乳酸脱氢酶基因的上下

游同源臂连接到其多克隆位点上。上游同源臂克隆的是 D-乳酸脱氢酶基因起始密码子

上游的 1 Kb 大小的基因片段，而下游同源臂克隆的是 D-乳酸脱氢酶基因终止密码子下
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游的 1 Kb 大小的基因片段。有研究表明[53]，同源片段的长度在 370 bp 左右时，即有较

高的重组效率。因此，1 Kb 长度的上下游同源片段将会获得理想的同源重组效率。 

 

 

表 3.3  敲除质粒构建以及基因敲除验证中所用引物序列 

Table 3.3  Primers sequence used for construction of recombinant plasmids and for gene knockout 

confirmation 

引物  引物序列(5’-3’)  扩增片段 

UP-S 

UP-A 

CCCGAAGCTTATGGAAGTTAAGTTAAATGCTGAC(Hind III) 

CGCGGATTCTGTAATATTACCCCTTTCTTTTTTA(BamH I) 
上游同源臂 

DOWN-S 

DOWN-A 

CGCGGATTCTTTTTCTGCTTGAAATGAGTTTTA (BamH I) 

CCGGAATTCTTATGAAACCGTAAAAAAAGGC(EcoR I) 
下游同源臂 

Em-S 

Em-A 

GGACTAGTAGTTTATGCATCCCTTAACTTAC(Spe I) 

GGACTAGTTCGACCCATATTTAAAAAGC(Spe I) 

红霉素抗性基

因 

RepA-S 

RepA-A 

CGTATCTATGGCTGTCAGTCC 

GTATTTTCTCCTTACGCATCTG 

pSET4E 上

RepA 片段 

ldhD-S 

ldhD-A 

CATATCGAGGTTAAAGCGGTC 

GTCCCGGTTGTTGTCTAAGG 

D-乳酸脱氢酶

基因核心区 

 

先通过 Hind III 和 BamH I 两个酶切位点将上游同源臂片段连接到 pSET4E 上，转

化大肠杆菌 XL1-blue，鉴定获得阳性菌株。然后提取 pSET4E-UP 质粒，通过 BamH I

和 EcoR I 两个酶切位点将下游同源臂基因片段连接到 pSET4E-UP 质粒，转化大肠杆菌

XL-blue，鉴定获得阳性菌株。至此，成功地的获得了 D-乳酸脱氢酶基因敲除质粒

pSET4E-UP-DOWN，即 pSET4E-ΔldhD。其中上下游同源臂的 PCR 扩增条件如下： 

上游同源臂：以 P. acidilactici DQ2 基因组作为模板，用引物 UP-S 和 UP-A 扩增上

游同源臂片段。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min，94 ℃ 30 s，57 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，30

个循环，然后 72 ℃ 延伸 10 min。其中，PCR 产物的纯化以及酶切条件同上面一章。 

下游同源臂：以 P. acidilactici DQ2 基因组作为模板，用引物 DOWN-S 和 DOWN-A

扩增下游同源臂片段。PCR 反应条件：94 ℃3 min，94 ℃ 30 s，59 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，

30 个循环，然后 72 ℃ 延伸 10 min。 

3.3.3  D-乳酸脱氢酶基因敲除单交换菌株的筛选 

单交换的进行参考文献报道并作一定的修改[71, 72]，主要包括以下步骤：首先，从大

肠杆菌中抽提足够浓度的敲除质粒 pSET4E-ΔldhD；然后通过电转化将质粒导入到感受

态的 P. acidilactici DQ2 中，筛选含有敲除质粒 pSET4E-ΔldhD 的 P. acidilactici DQ2。P. 

acidilactici DQ2 的电转化方法同上面一章，涂布红霉素平板 3 天左右后，平板上长出单

菌落。挑 8 个单菌落划线到新的红霉素平板上，待长好后接种到液体培养基中进行培养，

抽提质粒进行验证。革兰氏阳性菌由于细胞壁比较厚，所以不能采用革兰氏阴性菌的质

粒抽提方法。具体步骤如下，用细菌质粒小提试剂盒中的溶液 I 将离心去上清后的菌体

悬浮，并加入一定量的溶菌酶溶液，使终浓度为 10 mg/mL，37 ℃反应 30 min。然后按
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照试剂盒中的操作说明书进行操作，通过此方法能够获得较好效果。然后取适量的质粒

溶液进行鉴定，确定阳性菌株；最后进行单交换菌株的筛选，具体步骤如下： 

① 从平板上挑取 pSET4E-ΔldhD/ P. acidilactici DQ2 单菌落菌株，接种到含有 5 

μg/mL 红霉素的 MRS 培养基中，28 ℃、150 rpm 条件下培养到对数期。 

② 以 1%的接种量将上述菌液接种到含有 5 μg/mL 红霉素的 MRS 培养基中，37 ℃、

150 rpm 条件下培养到稳定期。 

③ 将上述菌液稀释 10
6倍后涂布含有红霉素的 MRS 平板 37 ℃培养，筛选具有抗

性的突变株。 

④ 抽提具有红霉素抗性菌株的基因组，以引物 RepA-S/ RepA-A 以及 UP-S/ 

DOWN-A 进行 PCR 扩增，以确定整个敲除质粒是否已经整合到 P. acidilactici 

DQ2 基因组上了。单交换示意图如下图 3.2 所示。 

 

 

图 3.2  基因敲除示意图【图太小。不清楚】 

Fig. 3.2  The map of ldhD knockout process 
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3.3.4  D-乳酸脱氢酶基因敲除双交换菌株的筛选 

    待验证确定获得发生单交换的菌株后，从平板上挑取单菌落接种到含有 20 mM 的

D,L-乳酸(防止 D-乳酸的消除对菌体生长造成影响)[50]的 MRS 培养基中(无抗生素)，于

28 ℃、150 rpm 条件下培养到稳定期，获得第一代培养液。将培养液稀释一定倍数后涂

布无抗生素的 MRS 平板，同时对培养液进行甘油保种。待平板上长出菌落后，挑单菌

落接种到含有红霉素的 MRS 平板上同时也接种到无抗生素的 MRS 平板上，筛选不具

有红霉素的突变株。 

在进行上述涂板以及保种的同时，将培养液以 1%的接种量接种到新鲜的 MRS 培

养基中，相同条件培养以获得第二代培养液。长到稳定期后，保种并涂平板进行与第一

代相同的筛选工作。同时接种到新鲜 MRS 中进行培养，从而获得第三代的培养液。一

共传代 10 次为止，如果发现在培养过程中发生染菌，取出上一代的保种液重新进行接

种培养。 

    将筛选得到的不具有红霉素抗性的菌株划线到新鲜的 MRS 平板上，长好后接种到

液体培养基中收获菌体抽提基因组进行 PCR 扩增验证。通过两对引物进行 PCR 验证，

ldhD-S/ldhD-A 以及 UP-S/ DOWN-A。 

3.3.5  乳酸构型的测定 

     乳酸构型的测定采用 Megazyme 公司的 K-DLATE D/L-乳酸试剂盒测定。 

    D-乳酸的定量测定需要进行两步反应，首先 D-乳酸脱氢酶(D-LDH)在 NAD
+存在的

条件下将 D-乳酸催化成丙酮酸(1)。为了确保第一步反应反应完全，须将丙酮酸消耗掉。

因此，在大量 D-谷氨酸存在的条件下，通过 D-谷氨酸-丙酮酸转氨酶(D-GPT)可以将丙

酮酸转化为 2-酮戊二酸和 D-丙胺酸(2)。D-乳酸的量可以通过两步反应中所生成的 

(D-LDH)+ +

D-GPT

(1)D NAD NADH+ H

(2) D- D- +2-

   



乳酸 丙酮酸

丙酮酸+ 谷氨酸 丙氨酸 酮戊二酸
 

NADH 来进行换算，而 NADH 的量可以通过 OD340来进行测量。同理，L-乳酸在 L-乳

酸脱氢酶的作用下转化为丙酮酸，第二步反应则相同。具体测定步骤如下表 3.4 所示。 

表 3.4  乳酸构型检测步骤 

Table 3.4  Procedure for detection the configuration of lactic acid 

加入比色皿中的物质  空白  样品  

蒸馏水（25 ℃）  1.60 mL  1.50 mL  

样品溶液  -  0.10 mL  

溶液 1（双甘氨肽缓冲液）  0.50 mL  0.50 mL  

溶液 2（NAD
+）  0.10 mL  0.10 mL  

悬浮液 3（D-GPT）  0.02 mL  0.02 mL  

混合，约 3 min 后读取溶液吸光度值（A1），然后加入以下物质开始反应：  

悬浮液 5（D-LDH）  0.02 mL  0.02 mL  



第 34 页                                          华东理工大学硕士学位论文 

混合，反应结束后（约 5 min）读取溶液吸光度值（A2）。 

         

D-以及 L-乳酸浓度的计算如下所示： 

D

V MW
C A

d v



 

 
乳酸  g/L    (3-1) 

V 为终体积=2.24 mL；MW=D-乳酸的分子量；ε 为 340 nm NADH 的消光系数=6.22 

mL/μmol·cm；d 为光路=1 cm；v 为样品体积=0.1 mL；ΔAD-乳酸=A2-A1(一般 ΔAD-乳酸>0.1

才能保证实验结果比较准确)。 

    D 以及 L-乳酸浓度为： 

C = 乳酸-D
A

0.116300

1.9024.2





 g/L= 0.3204×ΔAD-乳酸 g/L    (3-2) 

D 以及 L-乳酸的纯度计算公式如下： 

D-
D- (%) 100%

D- L-

L-
L- (%) 100%

D- L-

 


 


乳酸
乳酸

乳酸 乳酸

乳酸
乳酸

乳酸 乳酸

    (3-3) 

3.3.6  乳酸脱氢酶酶活的测定 

乳酸脱氢酶酶活的测定原理与上述测定乳酸构型的类似，只不过酶活测定时只进行

以上的第一步反应，并且测定反应的初速度，然后通过 NADH 在 340 nm 处吸光值的变

化速率即可换算得到酶的活力[73, 74]。 

具体步骤为：将菌液培养到对数期后 10000 rpm×10 min 离心收集菌体，并用磷酸缓

冲液(pH=7.0)洗涤两次，液氮研磨破碎细胞，然后加入 1 mL 的磷酸缓冲液(pH=7.0)悬浮，

4 ℃条件下 12000 rpm 离心 10 min，所得到的上清即可作为酶活测定的粗酶液。酶活测

定体系如下表 3.5 所示。 

 

表 3.5  乳酸构脱氢酶酶活测定步骤 

Table 3.5  Procedure for detection the activity of lactic dehydrogenase 

加入比色皿中的物质 所加入的样品体积 

10 mM Tris-cl (pH=8.0)
a
/40 mM Tris-cl(pH=9.0)

b 0.6 mL 

750 mM D-乳酸钠 a/750 mM L-乳酸钠 b 0.2 mL 

0.1 M NAD
+
 0.1 mL 

用以上混合液进行吸光度测定的空白对照 

粗酶液 0.1 mL 

加完粗酶液后迅速放入 DU800 中进行 340 nm 处吸光度值的读取 

a: L-乳酸脱氢酶酶活测定，b: D-乳酸脱氢酶酶活测定 
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    吸光度值的测量在 BECKMAN DU800 上进行，运用仪器上的 Kinetics/Time 程序进

行连续读数，将读数间隔设定为 3 S，读数总时长设定为 600 S，整个反应在室温下进行。

将所得到的数据绘制成一条平滑的曲线，并通过此曲线计算出初始反应速率最开始几个

点出的斜率 K。然后通过以下公式来计算酶活力(U/mL): 

340

340

K
Activty(U/mL) 1.613 K

S

V

d V


 

 
    (3-4) 

其中 V 为总反应体积=1 mL； 340K 为吸光度曲线的斜率；ε 为 NADH 的摩尔消光系数

=6.22 mL/μmol·cm；d 为比色皿光程=1 cm；Vs 为加入样品体积=0.1 mL。 

3.3.7  蛋白浓度的测定 

    蛋白量的测定采用 Bradford 法，这是一种迅速、可靠地通过染色法测定溶液中蛋白

质的方法[75]。此法的优点是快速，反应时间仅需 2 min，另外也比较敏感，最小测量蛋

白质量为 2.5 μg 几乎没有蛋白质的损失。 

    这一方法是基于考马斯亮蓝 G250 有红、蓝两种不同颜色的形式，在一定浓度的乙

醇及酸性条件下，可配成淡红色的溶液，当与蛋白质结合后，产生蓝色化合物，反应迅

速而稳定，反应化合物在 465-595 nm 处有最大的光吸收值，化合物颜色的深浅与蛋白

浓度的高低成正比关系，因此可检测 595 nm 的光吸收值的大小计算蛋白的含量。 

标准曲线的绘制：标准曲线的绘制用的是 1 mg/mL 的牛血清白蛋白作为标准品，

并且在测量的时候应当先测量低蛋白浓度的样品，以避免因 Bradford 染料吸附在比色杯

上不能彻底冲洗干净而带来的误差。具体测量方法如下表 3.6 所示。 

 

表 3.6  蛋白浓度测量标准曲线测定 

Table 3.6  The standard curve of the detection of protein concentration 

样品号 蛋白量 

标准溶液 

(1mg/mL 

BSA)/mL 

超纯水/μL 
Bradford试剂

/mL 
A595 

1 0 0 200 2 0 

2 10 10 190 2 0.2541 

3 10 10 190 2 0.2801 

4 15 15 185 2 0.3510 

5 15 15 185 2 0.3626 

6 20 20 180 2 0.4708 

7 20 20 180 2 0.4614 

8 25 25 175 2 0.5809 

9 25 25 175 2 0.5337 
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蛋白质浓度测定标准曲线
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图 3.3  蛋白浓度测量标准曲线 

Fig. 3.3  The standard curve of the protein concentration 

 

    样品的测量与标准曲线的绘制类似，样品的加入量不会超过 200 μL，一般取三个

不同的体积进行测定，10、15、20 μL，如果测定结果偏小，将样品的加入量提高。 

3.3.8  P. acidilactici DQ2 以及 P. acidilactici ΔldhD 112D-乳酸脱氢酶基因敲除菌株对万

古霉素抗性实验 

    对于大多数细菌而言，其细胞壁肽聚糖前体肽链的最后一位氨基酸一般为丙氨酸。

而一些研究者的研究发现，在少数乳酸菌里，肽链最后一位的丙氨酸被 D-乳酸所替代。

由于这一特性使这乳酸菌拥有对万古霉素的抗性，一般在 100 μg/mL 以上[50]。 

    万古霉素是一类糖肽类抗生素，它通过与细胞壁肽聚糖的前提形成复合物从而阻碍

细胞壁的合成，因此会抑制细菌的生长。如果肽聚糖前体的结尾氨基酸-丙氨酸被 D-乳

酸所代替的话，就会降低万古霉素与肽聚糖前体的结合度，从而使此类细菌对万古霉素

具有天然的抗性。 

    Ferain T 等[44]人在对植物乳杆菌 L. plantarum NCIMB8826(野生型)进行研究时发

现，该菌对万古霉素的抗性在 256 μg/mL 以上。并且也对其细胞壁肽聚糖的成分进行了

分析，发现野生菌株大部分的肽聚糖前体最后一位是 D-乳酸而不是丙氨酸。当对该菌

株的 D-乳酸脱氢酶基因进行敲除后，突变株对万古霉素的抗性急剧的下降，在 2 μg/mL

左右。对突变株的细胞壁成分进行分析后发现，以 D-乳酸结尾的肽聚糖的含量大量的

减少，而丙氨酸结尾的肽聚糖的含量大量的升高。 

    本株 P. acidilactici DQ2 是在纤维素乙醇发酵过程中分离得到的一株抗逆性非常强

的菌株，对木质纤维素预处理过程中产生的抑制物具有很高的抗性。因此，怀疑该菌也

带格式的: 字体: 非加粗



华东理工大学硕士学位论文                                           第37页                                 

可能对万古霉素具有较高的抗性。初步打算对野生菌株的抗性研究的抗生素浓度梯度定

为 5、50、100、200、250 μg/mL，同时以另外一种模式乳酸菌 L.lactis MG1363 作为对

照。 

3.3.9  P. acidilactici DQ2 以及 P. acidilactici ΔldhD 112D-乳酸脱氢酶基因敲除菌株的生

长状况实验 

野生 P. acidilactici DQ2 在 42 ℃的高温下具有较高的生长速率，并且其发酵性能也

相当良好。对 D-乳酸脱氢酶基因进行敲除后，菌株的生长有可能会受到影响(D-乳酸为

细胞壁肽聚糖前体的组分)，因此有必要对敲除菌株的生长状况进行研究，探讨突变株

的生长在多大程度上受到了影响。同时，选取另外两株片球菌 P. acidilactici DSM20284

和 P. pentosaceus ATCC25745 作为对比。 

生长曲线实验在 250 mL 的摇瓶中进行，装液量为 50 mL。培养基用简化的 MRS，

去掉对生长没有影响的牛肉粉和 Tween 80。42 ℃、150 rpm/min 下培养，每隔 3 h 取样，

一直到生长进入稳定期。 

3.3.10  高浓度葡萄糖环境中乳酸发酵能力实验 

    本株 P. acidilactici DQ2 在真实的纤维素发酵体系中最高能够产生 100 g/L 以上的乳

酸，但是其能够耐受的最高葡萄糖浓度却并不是非常的清楚。因此有必要探索该菌株、

突变株以及另两种对照菌株能够耐受的最高底物浓度，并且在此高渗环境条件下的产乳

酸情况。结合本课题组以前的经验，P. acidilactici DQ2 在 75 g/L 的葡萄糖条件下能够生

产 68 g/L 的乳酸，得率达到 91.3%。因此，75 g/L 的葡萄糖是不会对菌体的生长以及产

乳酸性能产生明显的影响的。以 75 g/L 作为起始浓度，并梯度提高浓度至对乳酸得率

产生明显影响为止。 

3.3.1001  野生菌株及突变株对抑制物耐受实验 

木质纤维素稀酸预处理过程中主要会产生糠醛、羟甲基糠醛(HMF)等抑制物[9]，本

实验主要研究这两种抑制物对突变株以及野生菌株的影响。为了防止乳酸发酵过程中培

养基的酸化，在发酵培养基中添加 0.6 g 碳酸钙/g 葡萄糖来控制 pH 值。乳酸发酵在 50 

mL/250 mL 摇瓶中进行，采用简化的 MRS 培养基，在培养基灭好菌以后再添加一定量

的抑制物到预先设定的浓度。10%接种量，42 ℃、150 rpm/min 下培养。 

由于在添加了碳酸钙后无法测定菌体量，所以抑制物对菌体生长影响实验与乳酸发

酵实验分开进行。培养方法与上述大致相同，只是不添加碳酸钙。每 4 h 取样测定 OD600

值，以表征菌体生长情况。 

3.4  结果 

3.4.1  敲除载体 pSET4S 的改造 

     pSET4S 是一种热敏性敲除质粒，最早由日本学者于 2001 年构建[56]，主要用于猪

链球菌基因组上基因的敲除。相比于常用的自杀质粒，它具有很大的优点。用常规自杀

质粒进行基因敲出时，为了保证敲除效率就必须要求有很高的外源质粒的转化效率，而
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对于革兰氏阳性菌，特别是某些比较难转化的菌来说，提高转化效率是比较困难的[76]。

而这种热敏性的质粒就能很好的解决这个问题，将敲除质粒转入宿主菌后，在低温下敲

除质粒将会大量的复制以保证有足够多的拷贝[77]。然后将培养温度升提高，质粒的复制

将会被关闭从而启动同源重组的发生。另外的一个优点就是，当敲除质粒整合到基因组

上后启动质粒的复制，质粒的复制将会大大的提高剪切效率即敲除过程的第二步的效

率，从而提高基因敲出的效率。这种热敏性的敲除质粒已经得到经过验证，具有较高的

敲除效率。同时，也有一些研究者用此敲除系统成功地的对乳酸菌基因组上的特定基因

成功的进行了敲除。如日本学者 Okano K 等[55]运用与 pSET4S 类似的敲除系统成功的对

Lactobacillus plantarum 的 L-乳酸脱氢酶基因进行了敲除，从而消除了 L-乳酸的生成，

达到了生产光学纯度的 D-乳酸的效果。 

    由于 P. acidilactici DQ2 对壮观霉素(pSET4S 上抗性标记)具有明显的抗性，并且在

并且高达 150 μg/mL 以上，只是后续的筛选工作无法进行致使后续的筛选工作无法进

行，所以有必要对抗性标记进行更换。考虑到 P. acidilactici DQ2 对红霉素非常的敏感，

因此试图将 pMG36e 上的红霉素抗性基因克隆出来，并以其置换 pSET4S 上的壮观霉素

抗性基因。通过 PCR 扩增出来的红霉素抗性基因片段大小在 1030 bp 左右(图 3.4(a))，

与预期的大小相符。经测序后通过 Spe I 单酶切，然后与用相同酶处理过的并经去磷酸

化的 pSET4S 连接，转化大肠杆菌 

 

图 3.4  pSET4E 的构建 

Fig. 3.4  Construction of pSET4E 

 

XL1-blue，长出菌落后进行菌落 PCR 扩增验证。并提取质粒进行 Spe I 单酶切验证(图

3.4(b))，结果显示已经成功的将结果显示已经成功地将 pSET4S 上的壮观霉素抗性基因

更换成了红霉素抗性基因。 

3.4.2  敲除质粒 pSET4E-ΔldhD 的构建 

    选取 D-乳酸脱氢酶基因起始密码子上游的 1 Kb 片段作为上游同源臂，终止密码子

下游的 1 Kb 片段作为下游同源臂。先通过 Hind III 和 BamH I 两个酶切位点将上游同源
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臂片段 UP 连接到 pSET4E 上，得到 pSET4E-UP。然后通过 BamH I 和 EcoR I 两个酶切

位点将下游同源臂片段连接到 pSET4E-UP 上得到最终的敲除质粒 pSET4E-ΔldhD。PCR

扩增得到的 UP 片段大小在 1 Kb 左右(图 3.5(a))，与预期的相同。测序、经双酶切后与

经过相同酶处理过的 pSET4E 连接，转化大肠杆菌 XL1-blue，经过菌落 PCR 验证后抽

提质粒进行双酶切验证。双酶切结果如图 3.5(b)所示，切下来的 UP 片段为 1 Kb 左右，

而 pSET4E 为 4300 bp 左右。 

    PCR 扩增得到的 DOWN 片段在 1 Kb 左右(图 3.5(a))，与预期的大小相符。测序、

经双酶切过后与用相同酶处理过的 pSET4E-UP 连接转化大肠杆菌 XL1-blue。菌落 PCR

验证结果如图 3.5(c)所示，扩增出来的片段为 1 Kb 左右。然后抽提质粒，以引物 UP-S(上

游同源臂上游引物)以及 DOWN-A(下游同源臂下游引物)扩增上下游同源臂进行验证，

结果扩增出来的片段大小在 2000 bp 左右(图 3.5(d))，与预期的大小也相符。至此，敲除

质粒 pSET4E-ΔldhD 构建完成。 

 
图 3.5  pSET4E-ΔldhD 的构建 

Fig. 3.5  Construction of pSET4E-ΔldhD 

 

提质粒进行双酶切验证。双酶切结果如图 3.5(b)所示，切下来的 UP 片段为 1 Kb 左右，

而 pSET4E 为 4300 bp 左右。 

    PCR 扩增得到的 DOWN 片段在 1 Kb 左右(图 3.5(a))，与预期的大小相符。测序、

经双酶切过后与用相同酶处理过的 pSET4E-UP 连接转化大肠杆菌 XL1-blue。菌落 PCR

验证结果如图 3.5(c)所示，扩增出来的片段为 1 Kb 左右。然后抽提质粒，以引物 UP-S(上

游同源臂上游引物)以及 DOWN-A(下游同源臂下游引物)扩增上下游同源臂进行验证，

结果扩增出来的片段大小在 2000 bp 左右(图 3.5(d))，与预期的大小也相符。至此，敲除
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质粒 pSET4E-ΔldhD 构建完成。 

3.4.3  D-乳酸脱氢酶基因敲除单交换菌株的筛选 

构建好敲除质粒后从大肠杆菌中抽提足够浓度的 pSET4E-ΔldhD，并电转化 P. 

acidilactici DQ2 感受态细胞，获得带有敲除质粒的 P. acidilactici DQ2，这样将会获得足

够拷贝的同源片段，然后按照上述实验方法中的步骤进行单交换实验。当接种到含有红

霉素的 MRS 培养基中并长到稳定期后，稀释一定倍数后涂布红霉素平板，筛选具有红

霉素抗性的突变株。因为 pSET4E 为热敏性质粒，在经过高温(>37 ℃)培养后，质粒将

不会复制，因此筛选得到的菌株绝大多数是发生敲除质粒整合的突变株。 

挑选 8 株菌抽提基因组进行验证，首先用引物 RepA-S 和 RepA-A 扩增敲除质粒上

的复制子片段，以验证基因组上是否含有质粒片段，结果如下图 3.6(a)所示。从电泳图

可以看出，所选取的 8 株菌都可以扩增出目的片段，而以野生 P. acidilactici DQ2 基因

组作为对照时没有任何条带，说明这 8 株菌都发生了质粒的整合，但不一定是按照我们

预期的方式进行的重组。所以以第二对引物进行验证，上下游引物分别为上游同源臂的

上游引物和下游同源臂的下游引物。如果敲除质粒发生了图 3.2 所示的整合，那么以这

两个引物扩增出来的条带大小将会在 2 Kb 左右，而不是 3 Kb 的条带。由图 3.6(b)可以

看出，前 7 个菌株均不是我们所要筛选的整合菌株，而第 8 株菌是按照预定方式发生重

组的突变株。第 9 泳道是以 P. acidilactici DQ2 基因组作为模板进行扩增产物，扩增出

来的条带大小应该是 3 Kb。第 10 泳道是以敲除质粒作为模板进行扩增，条带理论大小

应该是 2 Kb。所以通过第 9、10 泳道的对照，我们可以得出结论，第 8 株菌确实发生

了我们所预期的整合。将本株菌进行甘油保种，并对其进行双交换实验。 

 
图 3.6  单交换菌株的验证 

Fig. 3.6  Verification of the single-crossover recombination strains 

 

P. acidilactici DQ2基因组作为对照时没有任何条带，说明这 8株菌都发生了质粒的整合，
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但不一定是按照我们预期的方式进行的重组。所以以第二对引物进行验证，上下游引物

分别为上游同源臂的上游引物和下游同源臂的下游引物。如果敲除质粒发生了图 3.2 所

示的整合的话，以这两个引物扩增出来的条带大小将会在 2 Kb 左右，而不是 3 Kb 的条

带。由图 3.6(b)可以看出，前 7 个菌株均不是我们所要筛选的整合菌株，而第 8 株菌是

按照预定方式发生重组的突变株。第 9 泳道是以 P. acidilactici DQ2 基因组作为模板进

行扩增产物，扩增出来的条带大小应该是 3 Kb。第 10 泳道是以敲除质粒作为模板进行

扩增，条带理论大小应该是 2 Kb。所以通过第 9、10 泳道的对照，我们可以得出结论，

第 8 株菌确实发生了我们所预期的整合。将本株菌进行甘油保种，并对其进行双交换实

验。 

3.4.4  D-乳酸脱氢酶基因敲除双交换菌株的筛选 

    单交换即整个敲除质粒整合到宿主基因组上，赋予宿主对红霉素的抗性。接下来还

需要诱导整合菌株发生同源重同组敲除的第二部反应即双交换，这一步将会发生剪切，

将整合质粒从基因组上切除下来，同时也将会发生 D-乳酸脱氢酶基因(ldhD)的切除，即

可得到 D-乳酸脱氢酶基因的敲除菌株。   

    将发生单交换的突变株接种到含有 20 mM 的 D,L-乳酸的 MRS 培养基中(无抗生

素)，于 28 ℃、150 rpm 条件下培养到对数期条件下培养到稳定期，取菌液稀释一定倍

数后涂布 20 mM 的 D,L-乳酸的 MRS 平板。同时以 1%的接种量接种到新鲜的含 D,L-

乳酸的 MRS 培养基中继续培养，一共传代 10 次。待涂布的平板上长出单菌落后，用牙

签挑取单菌落点种到新鲜的含 D,L-乳酸的 MRS 平板上，同时也点种到含红霉素的平板

上，以筛选不具有红霉素抗性的突变株。 

 

图 3.7  双交换菌株的筛选 

Fig. 3.7  Screening of the double-crossover recombination strains 
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    如图 3.7 所示，从第一代涂布的平板上挑选 236 个单菌落点种到红霉素以及不含抗

生素的平板上，结果发现其中有 5 株菌不具有红霉素抗性，从相应的不含红霉素的平板

上找到此次 5 株菌并划线到新的 MRS 平板上，待长出后接种到液体 MRS 培养基中培

养，然后抽提基因组进行 PCR 扩增验证。 

 

 
图 3.8  双交换菌株的验证 

Fig. 3.8  Verification of the double-crossover recombination strains 

    图 3.8(a)扩增 D-乳酸脱氢酶基因的核心区域(中间 850 bp)进行验证，从电泳图可以

看出，所筛选得到的 5 株不具有红霉素抗性的菌株中仅有第一泳道的 12 号菌能够扩增

出 ldhD 基因，其他四株在相应位置均没有条带。同时以 5 株菌的基因组为模板，扩增

敲除质粒上的复制子基因片段 RepA，以验证敲除质粒是否成功地的从单交换菌株的基

因组上剪切下来。从图 3.8(b)可以看出，5 株菌均不能扩增出相应条带，说明在第二步

的剪切过程中，敲除质粒都成功地的从基因组上剪切下来，即都发生了第二步的双交换

过程。最后以上游同源臂的上游引物(UP-S)和下游同源臂的下游引物(DOWN-A)进行扩

增，看是否能够扩增出预期的 3 Kb 的条带。结果如图 3.8(c)所示，只有 12 号菌株扩增

出来的条带大小在 3 Kb 左右，而剩下的四株菌 112、165、230 以及 232 号均扩增出 2 Kb

大小的条带。 

    从以上 PCR 扩增验证的结果可以初步断定，112、165、230 以及 232 号菌都实现了

D-乳酸脱氢酶基因的敲除，而 12 号菌在剪切后变成了的与原野生菌株相同的类型。 

    从以上结果可以看出，此套基因敲除出系统有非常高的敲除效率。首先，在高温关

闭质粒复制的情况下，带有靶基因上下游同源臂的热敏性敲除质粒能够以较高的效率整

合到宿主菌的基因组上，并且整合方式与预期预设的相同，在挑选的 8 株菌中就有 1 株
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发生了预期的整合，效率高达 12.5%。在此基础上进行双交换菌株的筛选，将培养温度

调整为 28 ℃，在此温度下整合到基因组上的敲除质粒将会发生滚环复制。质粒的复制

将会在很大程度上促进剪切的进行，使双交换过程更加的高效。结果也证明在挑选的

236 株菌中就有 5 株菌不具有红霉素抗性，并且后续的验证结果也表明这 5 株菌都发生

了第二步的双交换过程。因此，同源重组双交换的效率高达 2.1×10
-2。并且在这 5 株发

生同源重组双交换的 5 株菌中仅有 1 株剪切后变成了野生型，4 株确实发生了 ldhD 的

敲除，因此基因敲出效率高达 1.7×10
-2。 

3.4.5  D-乳酸脱氢酶基因敲除菌株乳酸构型的测定 

乳酸菌产生乳酸主要是由乳酸脱氢酶将丙酮酸转化为乳酸，而乳酸脱氢酶分 D-乳

酸脱氢酶和 L-乳酸脱氢酶两种类型，分别负责 D-乳酸和 L-乳酸的生成。这两种酶的编

码基因序列为 D-乳酸脱氢酶基因(ldhD)以及 L-乳酸脱氢酶基因(ldhL)，因此对 ldhD 的

敲除会使 D-乳酸脱氢酶的合成受阻，从而使 D-乳酸的生成被消除。所以对突变株所产

乳酸的构型进行测定，以进一步确认 ldhD 的敲除。 

从以上四菌株中选取两株进行乳酸构型的测定，分别是 112 和 230 号。将菌株培养

到对数期后，离心获得培养液上清，进行适当的稀释后用 0.22 μm 的醋酸纤维素膜进行

过滤，最后用试剂盒进行 D-乳酸以及 L-乳酸含量的测定。 

结果如表 3.7 所示，野生菌 P. acidilactici DQ2 所产乳酸中 D-乳酸所占比例为

24.72%，L-乳酸所占比例为 75.28%。而另外两株突变株所产 D-乳酸几乎不能被检测到，

L-乳酸所占比例为 99.88%。说明经过对 ldhD 的敲除确实阻断了 D-乳酸的生成。但还是

有痕量的 D-乳酸生成，这主要与其他酶的作用有关。如羟基异己酸盐脱氢酶(HicDH)，

这种酶就具有微弱的将丙酮酸转化为乳酸的能力[50]。 

表 3.7  突变株乳酸构型的测定 

Table 3.7  Configuration detection of the mutant strains 

 L-乳酸(g/L) D-乳酸(g/L) L-乳酸(%) D-乳酸(%) 

P. acidilactici DQ2 5.30 1.74 75.28 24.72 

P. acidilactici 

ΔldhD 112 
7.34 0.00878 99.88±0.01 0.12±0.01 

P. acidilactici  

ΔldhD 230 
7.20 0.00839 99.88 0.12 

 

3.4.6  乳酸脱氢酶活力的测定 

    对菌株的 D,L-乳酸脱氢酶酶活力进行测定是一种更为直接的验证基因敲除的方法。

通过乳酸脱氢酶将丙酮酸转化为乳酸的逆反应来进行酶活力的测定，在乳酸脱氢酶催化

相应底物生成丙酮酸的过程中将 NAD
+还原成 NADH，而 NADH 可以通过 340 nm 处的

吸光度来进行测量。在 BECKMAN DU800 上利用仪器自带的 Kinetics/Time 程序连续监

测反应过程中 NADH 的增加，将监测间隔时间设定为 3 S，总测定时间设定为 600 S。

得到数据后，将吸光值对时间作图得到一条平滑的曲线，如图 3.9 所示。根据该曲线计
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算出反应初速度即 3.2.6 公式(4)中的 K340，然后通过该公式即可计算出相应的酶活

(U/mL)。然后通过 Bradford 法测定所获得粗酶液的蛋白质浓度(mg/mL) ，蛋白含量与 
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图 3.9  乳酸脱氢酶酶活测定过程中 NADH 变化曲线 

Fig. 3.9  NADH changing curve during the lactic dehydrogenase activity detection 

 

595 nm 吸光度处吸光度标准曲线如图 3.3 所示。通过这两个数据即可计算出基于粗蛋白

的乳酸脱氢酶酶活，结果如表 3.8 所示。 

 

表 3.8  突变株乳酸脱氢酶酶活力测定 

Table 3.8  Lactic dehydrogenase activity detection of the mutant strains 

 D-LDH(U/mg) L-LDH(U/mg) 

P. acidilactici DQ2 0.2515±0.046 0.194±0.021 

P. acidilactici ΔldhD 112 0.0039±0.0059 0.243±0.047 

 

从表中可以看出，在野生 P. acidilactici DQ2 中，D-LDH 以及 L-LDH 两种酶活力都

是存在的，而且大致相当，D-LDH 活力稍高。但是对于 ldhD 敲除菌株P. acidilactici ΔldhD 

112，我们可以看出 D-LDH 活力几乎不能被检测到，痕量的酶活可能是实验误差。并且

在两个平行实验中，有一个样品是完全检测不到 D-LDH 活力的。而 L-LDH 任然存在，

并且从表中数据可以看出其活力大致是没有变化的，但是也不能完全肯定，因为实验存

在着一定的误差。 

    通过这组数据我们可以断定，D-乳酸脱氢酶酶活在敲除菌株中是不存在的，也就是

说对 D-乳酸脱氢酶基因 ldhD 的敲除成功的阻断了 D-乳酸脱氢酶的表达。 
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3.4.7  野生菌株以及敲除菌株对万古霉素抗性实验 

    在 3.3.8 中已经介绍过，某些乳酸菌对万古霉素具有天然的很高的抗性。万古霉素

是一类糖肽类抗生素，它通过与细胞壁肽聚糖的前体形成复合物从而阻碍细胞壁的合

成，因此会抑制细菌的生长。如果肽聚糖前体的结尾氨基酸-丙氨酸被 D-乳酸所代替代

的话，就会降低万古霉素与肽聚糖前体的结合度，从而使此类细菌对万古霉素具有天然

的抗性。 

    Ferain T 等[50]人在对植物乳杆菌 L. plantarum NCIMB8826(野生型)进行研究时发

现，该菌对万古霉素的抗性在 256 μg/mL 以上。并且也对其细胞壁肽聚糖的成分进行了

分析，发现野生菌株大部分的肽聚糖前体最后一位是 D-乳酸而不是丙氨酸。当对该菌

株的 D-乳酸脱氢酶基因进行敲除后，突变株对万古霉素的抗性急剧的下降，在 2 μg/mL

左右。对突变株的细胞壁成分进行分析后发现，以 D-乳酸结尾的肽聚糖的含量大量的

减少，而丙氨酸结尾的肽聚糖的含量大量的升高。 

在 3.3.8 中已经介绍过，某些乳酸菌对万古霉素具有天然的很高的抗性，因为这些

乳酸菌细胞壁前体肽聚糖的最后一位氨基酸丙氨酸被 D-乳酸所替代，致使万古霉素对

细胞壁肽聚糖的结合能力下降，从而对菌体细胞壁的合成不能够起到抑制作用。本株乳

酸菌是在纤维素乙醇生产过程中分离得到的抑制抗逆性很强的菌株，并且其产生的乳酸

为 D,L-乳酸，所以极有可能这株 P. acidilactici DQ2 对万古霉素也具有抗性，并且对 ldhD

的敲除会使敲除菌株对此种抗生素的抗性下降。 

 
图 3.10  万古霉素抗性实验 

(a): P. acidilactici DQ2 对万古霉素抗性, (b): L. Lactic MG1363 对万古霉素抗性, (c)(d): P. 

acidilactici ΔldhD 112 对万古霉素抗性 
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Fig. 3.10  Vancomycin resistant of the three strains 

(a): P. acidilactici DQ2 resistant to vancomycin, (b): L. Lactic MG1363 resistant to vancomycin, (c)(d): P. 

acidilactici ΔldhD 112 resistant to vancomycin 

 

【abcd 没有说明！】 

    从图 3.10 中可以看出，野生 P. acidilactici DQ2 对万古霉素具有非常高的抗性，在

250 μg/mL 以上。因此我们可以说 P. acidilactici DQ2 的细胞壁肽聚糖前体的最后一位氨

基酸丙氨酸也是被 D-乳酸所替代。同时可以看出对照菌乳酸乳球菌 L.lactis MG1363 对

万古霉素不具有抗性，说明并不是所有的乳酸菌都具有这一特点。敲除菌株P. acidilactici 

ΔldhD 112 由于不具有 D-LDH，不能够合成 D-乳酸，因此对万古霉素的抗性下降到 5 

μg/mL 左右。 

    综合对敲除菌株基因组 DNA 的 PCR 验证、乳酸构型的测定、乳酸脱氢酶酶活的测

定以及最后的对万古霉素抗性实验可以肯定，我们成功地的对 ldhD 进行了敲除，并且

此基因的敲除成功地的阻断了 D-LDH 的表达，致使 D-乳酸的生成被消除，使最终所产

的 L-乳酸的纯度达到 99.88%，实现了最初的实验目的。并且我们可以看到，此基因敲

出系统具有非常高的敲除效率，单交换的效率为 1.25×10
-1，而进行基因敲出的效率为

1.7×10
-2。 

3.4.8  P. acidilactici ΔldhD 112 生长状况研究 

为了检验 D-乳酸脱氢酶基因 ldhD 的敲除是否会对菌株的生长产生影响，对突变株

以及野生株的生长曲线进行了测定。同时，为了体现实验室筛选得到的本株P. acidilactici 

DQ2 的优势，选取了另外两株片球菌作为对照，分别为 P. acidilactici DSM20284 和 P. 

pentosaceus ATCC25745。结果如下图 3.11 所示。 
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图 3.11  突变菌株生长曲线 

Fig. 3.11  Growth curve of the mutant strain 

 

    从图 3.11 中可以看出，相比于野生菌株 P. acidilactici DQ2，敲除菌株 P. acidilactici 

ΔldhD 112 的生长确实受到了一定的影响。生长速率没有野生菌快，同时以 OD600所表

征的最大生物量也有所降低，从野生型的 6.0 下降到 5.0。进一步说明了 D-乳酸为该菌

细胞壁肽聚糖前体的成分，D-乳酸的消除影响了细胞壁的合成从而影响了菌体的生长。

其中另外一株乳酸片球菌 P. acidilactici DSM20284 生长速率在初期比本株 P. acidilactici 

DQ2 要快，但是最终的菌体量大致相当。而戊糖片球菌 P. pentosaceus ATCC25745 的生

长则要慢得多，即使是与 P. acidilactici ΔldhD 112 相比其生长以及最终生物量都要低。 

3.4.9  突变株对抑制物耐受性研究 

本株 P. acidilactici DQ2 对木质纤维素体系具有非常好的适应性，即对木质纤维素

预处理过程中所产生的抑制物具有较高的耐受性。Zhao K 等[58]研究了该菌对几种常见

的抑制物耐受性，发现 4.5 g/L 和 3.0 g/L 以内的糠醛和羟甲基糠醛(HMF)对该菌的生长

以及乳酸的生产都没有非常明显的影响。为了探讨 D-乳酸脱氢酶基因敲除掉后，突变

株对抑制物的耐受性是否会发生改变。因此，有必要对突变株进行抑制物耐受实验。同

时，以野生 P. acidilactici DQ2 作为对比。 
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图 3.12  糠醛对野生以及突变菌株生长的影响 

Fig. 3.12  Impact of furfural on the growth of wild and mutant strains 
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图 3.13  糠醛对野生以及突变菌株乳酸发酵的影响 

Fig. 3.13  Impact of furfural on the lactic acid fermentation of wild and mutant strains 

     

带格式的: 居中

带格式的: 居中



华东理工大学硕士学位论文                                           第49页                                 

由图 3.12 以及 3.13 可以看出，糠醛对野生菌株和突变株的生长以及乳酸生产的影

响趋势几乎是一样的。随着糠醛浓度的不断升高最终的菌体量也在逐渐的降低，在 2 g/L

以内时，糠醛对生长以及乳酸产率的影响都不是很明显。浓度升高到 4 g/L 时，野生菌

株的生长以及乳酸产率的下降幅度开始变大。而突变株的生长受影响的幅度也变大，但

是乳酸产率变化不是很明显。当浓度达到 6 g/L 时，突变株的乳酸产率开始急剧的下降，

从 1.1 g/L·h 下降到 0.6g/L·h。并且从图 3.12 可以看出，当浓度超过 4 g/L 时突变菌株的

菌体量比野生菌株的要高。 

 

表 3.9  糠醛对野生以及突变株生长以及乳酸产率的影响 

Table 3.9  Impact of Furfural on growth and lactic acid yield of the wild and mutant strains 

  0 g/L 2 g/L 4 g/L 6 g/L 8 g/L 

对菌体生

长的抑制

率 

P. acidilactici 

DQ2 
0 13.92% 46.18% 61.93% 74.01% 

P. acidilactici 

ΔldhD 112 
0 16.93% 36.44% 46.76% 67.98% 

对乳酸产

率的抑制

率 

P. acidilactici 

DQ2 
0 1.01% 19.3% 34.38% 57.81% 

P. acidilactici 

ΔldhD 112 
0 4.97% 6.28% 50.82% 59.46% 

     

表 3.9 总结了不同浓度的糠醛对野生和突变株的生长以及乳酸生产的抑制率，可以

看出糠醛对突变株生长的抑制率与对野生菌株的相当，甚至是比野生菌株更低。当浓度

从 4 g/L 升高到 6 g/L 时，糠醛对突变株乳酸产率的抑制率从 6.28%急剧升高到 50.82%，

而对野生菌株抑制率的变化则相对比较平缓，并且总体上对两种菌的抑制效果也是大体

相当的。 

图 3.14 和 3.15 总结了羟甲基糠醛(HMF)对野生和突变株生长以及乳酸生产的影响。

可以看出随着 HMF 浓度的升高，两种菌的菌体量以及乳酸产率都逐渐的降低，并且变

化幅度比较平缓，在浓度达到 7 g/L 时抑制作用最大。综合表 3.10 的结果，可以看出

HMF 对两种菌的抑制作用没有糠醛强，当浓度达到 7 g/L 时对两种菌生长以及乳酸产率

的抑制率都在 40%以内。另外，从生长上来看突变株比野生菌株对 HMF 要更加的敏感，

但是差别不大。如对野生菌株生长最大的抑制率为 37.87%，而对突变株最大的抑制率

为 49.81%。而 HMF 对两种菌乳酸生产的影响则没有太大的差别，基本上相同。 

总结以上两组实验结果我们可以知道，本株乳酸片球菌对糠醛以及羟甲基糠醛具有

很高的耐受性。当浓度分别达到 4 g/L 以及 3 g/L 时对生长的抑制作用仅为 46%和 11%，

对乳酸发酵的影响都在 20%以内，而对于纤维素乙醇发酵微生物来说此剂量几乎是致命

的[78, 79]。并且对 D-乳酸脱氢酶基因的敲除并没有使该菌对抑制物的耐受性明显的降低。 
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图 3.14  羟甲基糠醛对野生以及突变菌株生长的影响 

Fig. 3.14  Impact of HMF on the growth of wild and mutant strains 
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图 3.15  羟甲基糠醛对野生以及突变菌株生长的影响 

Fig. 3.15  Impact of HMF on the growth of wild and mutant strains 
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表 3.10  羟甲基糠醛对野生以及突变株生长以及乳酸产率的影响 

Table 3.10  Impact of HMF on growth and lactic acid yield of the wild and mutant strains 

  0 g/L 1 g/L 3 g/L 5 g/L 7 g/L 

对菌体生

长的抑制

率 

P. acidilactici 

DQ2 
0 7.07% 11.47% 24.4% 37.87% 

P. acidilactici 

ΔldhD 112 
0 3.73% 19.14% 37.76% 49.81% 

对乳酸产

率的抑制

率 

P. acidilactici 

DQ2 
0 4.42% 0% 14.16% 37.17% 

P. acidilactici 

ΔldhD 112 
0 12.39% 13.27% 19.47% 38.05% 

 

3.5  本章小结 

(1) 由于本株 P. acidilactici DQ2 具有较高的壮观霉素抗性，因此对热敏性敲除载体

pSET4S 进行了改造，将壮观霉素抗性标记更换成红霉素，得到新的敲除质粒 pSET4E，

方便了后续的同源重组菌株的少选方便了后续的同源重组菌株的筛选。 

(2) 通过新质粒构建敲除载体 pSET4E-ΔldhD，并通过预先设定的方案进行第一次

同源重组以及第二次同源重组的筛选。通过 PCR 扩增、乳酸脱氢酶酶活测定、乳酸构

型测定以及对万古霉素抗性测定等四个方面验证，所筛选得到的突变株 P. acidilactici 

ΔldhD 112 确实发生了 D-乳酸脱氢酶基因 ldhD 的敲除。 

(3) 在敲除菌株 P. acidilactici ΔldhD 112 中几乎检测不到 D-乳酸脱氢酶酶活，并且

D-乳酸占乳酸总量的比例从野生型的 24.7%下降到突变株的 0.12%。之所以还存在微量

的酶活以及还有痕量的 D-乳酸生成，可能是因为其他的脱氢酶的在起作用。D-乳酸为

本株 P. acidilactici DQ2 细胞壁肽聚糖前体的最后一位组成，这一特性赋予其对万古霉

素具有非常高的抗性，在 250 μg/mL 以上。而敲除菌株由于消除了 D-乳酸的生成，所

以对万古霉素的抗性下降到了 10 μg/mL 以内。 

(4) 敲除菌株 P. acidilactici ΔldhD 112 相比于野生菌其生长速率有所下降，并且生

长稳定期的生物量也有所下降。再次说明 D-乳酸对该菌生长确实是必要的，是其细胞

壁的组成成分。同时，对 D-乳酸脱氢酶基因的敲除并没有影响到该菌株对木质纤维素

体系的适应能力，即敲除后突变株对木质纤维素预处理过程中产生的抑制物仍然具有较

强的耐受性，并且相比于野生菌株耐受性并没有发生明显的下降。 
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第 4 章  结论与展望 

 

(1) 通过对乳酸菌常用表达载体 pMG36e 进行改造，将 P32启动子替换成来源于宿

主菌 P. acidilactici DQ2 本身的 L-乳酸脱氢酶基因 ldhL 的启动子，成功的在实验室筛选

得到的野生 P. acidilactici DQ2 中建立了外源蛋白表达系统。同时，通过此系统在该菌

中成功表达了 β-葡萄糖苷酶，证明 P. acidilactici DQ2 能够表达纤维素酶蛋白，为构建

整合生物过程菌株 CBP 细胞以及其他的基因工程改造奠定了基础。 

    (2) 但是，由于 pMG36e 属于低拷贝质粒，通过此系统所表达的蛋白量偏低。后续

的研究可以通过选用高拷贝的载体获得更高的表达量，或者利用诱导型表达系统来提高

表达量，如乳酸菌中最常用的 nisin 诱导表达系统[46]。 

    (3) 同时，通过本系统所表达的蛋白主要分布在胞内，在实际应用中不能够满足

CBP 细胞即直接降解纤维素以及纤维寡糖的要求。因此，需要将所表达的蛋白分泌到

细胞外，如可以通过将目的基因与信号肽进行融合表达。SPusp45 是乳酸菌中最为常用

的前导肽之一，很多研究者通过目的基因与它的融合表达达到了分泌表达的目的[45, 80]。

也有研究表明，蛋白的胞外表达由于可以减少宿主蛋白酶的降解等原因可以获得更高的

表达量[81]。 

    (4) 对热敏型敲除质粒 pSET4S 进行改造，构建得到了适合在 P. acidilactici DQ2 中

进行基因敲除的敲除质粒 pSET4E。为后续对其他基因的敲除以及将目的基因整合到染

色体上进行表达打下了基础。 

    (5) 运用新的敲除质粒成功的将 D-乳酸脱氢酶基因 ldhD 进行了敲除，使得敲除菌

株所产 D-乳酸的比例从野生型的 24.7%下降到了 0.12%。扩大了本株乳酸高产菌株所产

乳酸的应用范围，更加接近生产聚乳酸等产品的要求。 

    (6) 由于 D-乳酸为该菌细胞壁肽聚糖前体的组成成分，对 D-乳酸的消除影响了菌

株的生长。接下来可以通过同样的方法对该菌的 L-乳酸脱氢酶基因 ldhL 进行敲除，以

达到生产光学纯的 D-乳酸的目的。并且 L-乳酸的消除不会影响到菌体的其他生理状态，

能够保留该菌在木质纤维素体系中的优势，如若改造成功的话将会使其更加具有工业生

产的潜力。 
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